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1  Einleitung 
 
In den letzen Jahrzehnten wurde die medizinische Versorgung der Haustiere stetig 
verbessert. So findet die Behandlung von Tumorerkrankungen, insbesondere bei Hunden 
und Katzen, durch eine palliative Chemotherapie immer größere Anwendung in der 
Tiermedizin. Durch die Übernahme von Behandlungsprotokollen aus der Humanmedizin 
konnte nach  entsprechender Modifizierung die Lebensqualität dieser Tiere deutlich 
gesteigert werden. Eine klassische Gruppe von Chemotherapeutika stellen die 
Antimetabolite dar, die auch in der Veterinärmedizin Verwendung finden (KESSLER 2000). 
Im Jahre 1948 berichtete Farber über den ersten erfolgreichen Einsatz des 
Folsäureantagonisten Aminopterin in der Behandlung der akuten lymphatischen Leukämie 
bei Kindern (FARBER et al. 1948). Kurze Zeit später wurde Aminopterin in der Therapie 
durch Methotrexat (Amethopterin, MTX) verdrängt. Seitdem wird Methotrexat zur 
Behandlung verschiedener maligner Erkrankungen (z. B. fortgeschrittene gastrointestinale 
Tumoren, lymphatische Leukämien und Non-Hodgkin Lymphome) verwendet (JOSTING et 
al. 1998). Weiterhin wird es auch bei verschiedenen nichtonkologischen Indikationen wie 
rheumatoide Arthritis und Psoriasis eingesetzt (JOLIVET et al. 1983; KREMER et al. 1995). 
Ein großes Problem bei einer Chemotherapie stellt die Zytotoxizität des Wirkstoffes für 
normales Gewebe dar. Im Zusammenhang mit einer MTX-Therapie sind unter anderem 
Schädigungen des Gastrointestinaltraktes, der Nieren, der Leber und neurologische 
Störungen beschrieben worden (JOSTING et al. 1998; KROKER 1999; HIRSCHBERGER et 
al. 2000). Einen bedeutenden Wandel erlebte die MTX-Therapie, als DJERASSI et al. (1967) 
zeigen konnten, dass MTX in potentiell letalen Dosen appliziert werden kann, wenn nach 
einer MTX-Infusion Calciumfolinat (Leucovorin®) zum Schutz normaler Zellen verabreicht 
wird („Rescue“). Durch dieses Konzept konnte insbesondere die Behandlung der akuten 
lymphatischen Leukämie, der Lymphome und der Osteosarkome entscheidend verbessert 
werden. In der Veterinärmedizin wird Methotrexat im Rahmen einer Polychemotherapie 
insbesondere beim malignen Lymphom des Hundes eingesetzt (COUTO 1990; TESKE 
1994). 
Die Aufnahme des Methotrexats in die Zelle erfolgt in Abhängigkeit von der Konzentration 
über verschiedene Transportsysteme (MATHERLY u. GOLDMAN 2003). Eine hohe 
Bedeutung bei der Aufnahme hat dabei der ubiquitär vorkommende Reduced Folate Carrier 
(RFC1; SAIER et al. 1999; LIU et al. 2005), der ein Mitglied der Solute-Carrier-Familie 19A 
(SLC19A) ist (GANAPATHY et al. 2004). Die cDNA dieses Transporters konnte erstmals 
1994 aus Maus- und Hamstergewebe (DIXON et al. 1994; WILLIAMS et al. 1994) und dann 
1995 aus einer cDNA Bank des Menschen isoliert werden (MOSCOW et al. 1995; WILLIAMS 
u. FLINTHOFF 1995; WONG et al. 1995). Die cDNA für einen hepatozellulären MTX-
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Transporter der Ratte wurde 2000 kloniert (HONSCHA et al. 2000). Durch 
Homologievergleiche mit Transportern anderer Spezies konnte dessen Zugehörigkeit zur 
Familie der Solute-Carrier (SLC19A) bestätigt werden (KNEUER et al. 2004). In weiteren 
Arbeiten wurde der Transporter auf funktionaler Ebene charakterisiert. Zum besseren 
Verständnis der Rolle des RFC1 bei der Folataufnahme, -speicherung und -elimination im 
Körper, wurde die Lokalisation des Transporters in verschiedenen Geweben der Maus 
bestimmt (WANG et al. 2001). Da für den RFC1 der Ratte noch keine ausreichenden 
Untersuchungen zu diesem Thema vorhanden sind, soll in dieser Arbeit die Gewebe- und 
subzelluläre Lokalisation des RFC1 näher untersucht werden. 
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2  Literaturübersicht 
 
2.1  Chemotherapie maligner Tumoren 
 
Ein großer Fortschritt in der Geschichte der Medizin war die Entwicklung der 
antineoplastischen Chemotherapie, die sich seit der ersten Anwendung alkylierender 
Substanzen bei der Behandlung lymphoproliferativer Erkrankungen im Jahre 1943 rasch 
weiterentwickelte. Auch in der Veterinärmedizin werden zunehmend Chemotherapeutika zur 
Behandlung neoplastischer Erkrankungen eingesetzt (ALBRECHT 1992; HAHN u. 
RICHARDSON 1995). Das Ziel einer Chemotherapie in der Veterinärmedizin ist in den 
überwiegenden Fällen im Gegensatz zur Humanmedizin nicht die Heilung des Tieres, 
sondern eine Lebensverlängerung bei guter Lebensqualität oder eine Verbesserung der 
Lebensqualität ohne  Lebensverlängerung (Palliation; KESSLER 2000).  
Chemotherapeutika werden entweder als solitäre Therapie oder in Kombination mit anderen 
therapeutischen Maßnahmen (z.B. Chirurgie oder Strahlentherapie) eingesetzt (KESSLER 
2000). 
Zytostatika besitzen eine sehr geringe therapeutische Breite. Somit ist der limitierende Faktor 
bei einer Chemotherapie häufig nicht die mangelnde Fähigkeit des Medikaments, 
Tumorzellen abzutöten, sondern dessen Toxizität und den damit verbundenen 
Nebenwirkungen, die zum Abbruch einer Therapie führen. Dieses Verhältnis zueinander wird 
als therapeutischer Index bezeichnet. Deshalb ist die Wahl der richtigen Dosis und eines 
geeigneten Dosisintervalls entscheidend für den Erfolg einer antineoplastischen Therapie. 
Häufig werden Zytostatika in Kombinationen (Polychemotherapie) nach bestimmten 
Protokollen verabreicht. Dies bietet Vorteile gegenüber einer Monotherapie, da durch 
additive oder synergistische Effekte (z. B. Methotrexat und 5-Fuorouracil) bei einer 
geringeren Wirkstoffmenge des einzelnen Medikaments die Gesamtmenge abgetöteter 
Tumorzellen erhöht werden kann  (RUSLANDER 2000). Gleichzeitig erhofft man sich eine 
Verringerung der unerwünschten Arzneimittelwirkungen (UAW). Beachtet werden muss 
jedoch, dass auch bei Polychemotherapien Nebenwirkungen auftreten können (HAMMER et 
al. 1994). Da die Chemotherapie in der Veterinärmedizin noch in ihren Anfängen steckt, 
liegen nur spärliche klinische Daten in Bezug auf die Wirksamkeit und Verträglichkeit 
verschiedener Therapieprotokolle vor und die Frage nach der effektivsten Chemotherapie ist 
für viele Tumorarten noch offen (KESSLER 2000).  
Chemotherapeutika werden nach ihren Wirkungsmechanismen in verschiedenen Gruppen 
eingeteilt (Alkylantien, Antitumorantibiotika, Antimetaboliten, Vinca-Alcaloide, Enzyme und 
weitere nicht klassifizierte Chemotherapeutika). Zusätzlich kann noch eine Unterteilung in 
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phasenunspezifische und nur in einer speziellen Zellzyklusphase wirkende phasen-
spezifische Chemotherapeutika erfolgen (MUTSCHLER 1997).  
Das Chemotherapeutikum MTX, das zum Substrat-Spektrum des in dieser Arbeit 
untersuchten RFC1 der Ratte gehört, wird den Antimetaboliten zugeordnet. Diese Gruppe 
von Chemotherapeutika (weitere Vertreter: Fluorouracil, 6-Mercaptopurin, Azathioprin) 
stellen funktionsblockierende Strukturanaloga von Substanzen dar, die für die normale 
Funktion der Zelle notwendig sind (HESS et al. 1976). In der Tumortherapie eingesetzte 
Antimetabolite besitzen Strukturähnlichkeiten mit Pyrimidinen (z. B. Fluorouracil), Purinen (z. 
B. 6-Mercaptopurin, Azathioprin) oder Folsäure (z. B. MTX) und hemmen als 
phasenspezifische Therapeutika die DNA-Synthese in der S-Phase des Zellzyklus. Alle sich 
schnell teilenden Zellen, auch die natürlichen, nicht entarteten Zellen, werden blockiert, 
wodurch sich die hohe Toxizität dieser Gruppe von Arzneimitteln erklären lässt 
(RUSSLANDER 2000).  
 
2.2  Methotrexat 
 
2.2.1  Chemische Struktur und Wirkungsmechanismen 
 
Als Methotrexat wird die 4-Amino-4-desoxy-N10-methylpteroyl-glutaminsäure bezeichnet. Es 
besteht aus einem Pteridinring, p-Aminobenzoensäure und Glutaminsäure (Abb. 1) und 
unterscheidet sich durch eine 4-Aminogruppe an Stelle der Hydroxylgruppe am Pteridinring 
(C4) und durch eine Methylgruppe in N10-Stellung von der Folsäure. MTX ist eine schwache 
Säure mit einem pKa von 4,8-5,7 (POE 1977).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1: Strukturformel von Methotrexat (4-Amino-4-desoxy-N10-methylfolsäure) 
 
Pteridinring p-Amino-
benzoesäure 
Glutamin- 
säure 
C4 
N10 
NH2 
N 
N N 
N 
NH2 
CH2 
CH3 
N CO NH 
COOH 
COOH 
CH2 
CH2 
CH 
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Methotrexat besitzt eine 105-fach höhere Affinität zu dem Enzym Dihydrofolsäurereduktase 
(DHFR) als das natürliche Substrat (Dihydrofolsäure) und ist somit ein starker kompetitiver 
Inhibitor (Ki ~ 0,01 - 0,2 µM), was zu einem Abfall des Gehaltes an intrazellulären reduzierten 
Folaten (Tetrahydrofolsäure) führt (siehe Abb. 2A; KING u. PERRY 2001). Der Mangel an 
Tetrahydrofolaten führt zu einer verminderten Synthese von Thymidin, der Purine Adenosin 
und Guanosin und von Histidin, Methionin und Serin (VOET u. VOET 1992; BRZEZIŃSKA et 
al. 2000). Neben der verminderten Bereitstellung des Tetrahydrofolats für die Synthese des 
Thymidins, wird die Thymidylatsynthase als ein Schlüsselenzym der DNA-Synthese durch 
die Bindung polyglutamierter Metabolite (s.u.) des MTX inhibiert (siehe Abb. 2B; ALLEGRA 
et al. 1985; LEHMAN 2002).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Abb. 2: MTX – Wirkmechanismus (aus JOSTING et al. 1998): Hemmung der Dihydrofolatreduktase (A) durch 
MTX und dadurch verringerte Bereitstellung von Tetrahydrofolat (FH4); Eine Hemmung der Thymidylatsynthase 
(B) durch polyglutamiertes MTX (MTX-PG) hat die verminderte Synthese von Thymidinmonophosphat (dTMP) zur 
Folge; dUMP: Uridinmonophosphat; FH2: Dihydrofolsäure 
 
2.2.2  Pharmakokinetik 
 
Methotrexat kann als Therapeutikum oral, intramuskulär oder intravenös verabreicht werden. 
Da beim Menschen auch unter Dauerinfusion nur MTX-Konzentrationen im Liquor von 1-5% 
der Steady-State-Konzentrationen im Serum erreicht werden, wird bei Behandlung von 
Tumoren des zentralen Nervensystems MTX (3 mg je Anwendung; BECKER 2004) 
FH2 Dihydrofolat- reduktase FH4 
N10-Formyl-FH4 
N5-N10-Methenyl-FH4
N5-N10-Methenyl-FH4
Purin-Nukleotide
Pyrimidin-Nukleotide
MTX
Leukovorin-Rescue 
N5-Formyl-FH4
dUMP + N5-N10-Methenyl-FH4 
Thymidylat- 
synthase 
dTMP + FH2 
MTX – PG
A 
B 
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intrathekal injiziert (LIPPENS u. WINOGRAD 1988; MILLOT et al. 1994; SEIDEL et al. 2000). 
Bei oraler Gabe werden Dosen bis zu 25 mg/m2 gut, höhere nur noch unvollständig aus dem 
Gastrointestinaltrakt resorbiert (HARDMANN et al. 1999).  Ungefähr 50-60% der applizierten 
Dosis sind an Plasmaproteine gebunden. Bei einem Verteilungsvolumen von 0,76 l/kg wird 
MTX rasch im gesamten Körperwasserraum verteilt (CROM u. EVANS 1992).  
Höchstens 10% des verabreichten MTX unterliegen einer Metabolisierung, wobei bisher drei 
Wege beschrieben worden sind (siehe Abb. 3). Als Hauptmetabolit entsteht in der Leber 
durch Hydroxylierung an C-7 des Pteridinrings das 7-OH-Methotrexat, welches 40-200fach 
schwächer wirksam ist und damit als inaktiver Metabolit gilt (LEME et al. 1975; CROM u. 
EVANS 1992).  
Nach Metabolisierung von Methotrexat durch Darmbakterien entsteht die 2,4-Diamino-N10-
methylpteroinsäure (DAMPA), die jedoch aufgrund der geringeren Affinität (1/200) und der 
geringen Menge (3-5%) nur eine untergeordnete klinische Bedeutung hat (DONEHOWER et 
al. 1979).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3: MTX-Metabolismus (aus JOSTING et al. 1998)  
 
Intrazellulär werden an MTX, wie auch an die natürlich vorkommenden Folate, durch die 
Polyglutamatsynthetase (PGS) bis zu sechs Glutaminsäurereste angehängt (FRY et al. 
1982; JOLIVET u. CHABNER 1983). Dadurch entstehen 2,4-Diamino-N-10-methyl-pteroyl 
Methotrexat 
2,4-Diamino-N-10-methyl-pteroyl                                  Glutamat 
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Polyglutamate (MTX-PG), welche aktive Metabolite des MTX sind. Durch die 
Polyglutamierung verbleibt dieser Metabolit wesentlich länger in der Zelle und kann erst nach 
Abspaltung des Polyglutamatrestes durch die Polyglutamathydrolase aus der Zelle 
geschleust werden. Trotz sinkender Serumkonzentrationen des MTX wird so die DHFR 
weiterhin inhibiert. Durch die langandauernde Hemmung der DHFR haben die MTX-PG 
einen großen Anteil an der Zytotoxizität des MTX (MATHERLY u. TAUB 1996). 
MTX wird überwiegend über die Nieren in unveränderter Form ausgeschieden. Die renale 
Elimination erfolgt dabei aufgrund des geringen Molekulargewichts hauptsächlich durch 
glomeruläre Filtration (DEUTSCH u. KOLHOUSE 1989). In den Nierentubuli finden weitere 
Resorptions- und Sekretionsprozesse statt (CHEN et al. 1983; DEUTSCH u. KOLHOUSE 
1989; EKSTRØM et al. 1995). Ferner unterliegt MTX einem enterohepatischen Kreislauf, 
wobei bis zu 2% der Gesamtdosis im Stuhl nachgewiesen werden können (JOSTING et al. 
1998). Bei Vorliegen dritter Verteilungsräume (Ödeme, Aszites, Pleuraerguss) kann sich die 
Halbwertszeit vervierfachen (CROM u. EVANS 1992).  
 
2.2.3  Klinische Anwendungen und Toxizität 
 
In der Veterinärmedizin wird MTX beim Hund bei der Behandlung des malignen Lymphoms, 
welches das Hauptanwendungsgebiet darstellt (COUTO 1990; TESKE 1994), der 
lymphatischen Leukämie, von Übergangsepithelkarzinomen der Harnblase, des 
transmissiblen, venerischen Tumors (BROWN et al. 1980; ROSENTHAL 1985) und von 
Osteosarkomen (ROSENTHAL 1985; DUMAS u. DELISLE 1987) eingesetzt. Weiter wird 
MTX als  adjuvantes Therapeutikum bei metastasierenden Mammatumoren des Hundes 
verwendet (RILEY u. RILEY 1982). Das Einsatzgebiet bei der Katze ist hauptsächlich die 
Therapie der felinen Leukose (MOONEY et al. 1989; MCEWEN 1996). Bei der Behandlung 
von Lymphomen des Hundes wird MTX in einer Dosierung von 2,5 – 5 mg/m2 Körperober-
fläche und Tag p.o. (SUTER 2001) bzw. 0,8 mg/kg p.o. oder 0,8 mg/kg i.v. 
(HIRSCHBERGER et al. 2000) verabreicht. Überwiegend erfolgt dabei eine 
Mehrkomponenten-Chemotherapie (RUSSLANDER 2000), wobei nach einem modifizierten 
Madison-Wisconsin-Protokoll (HIRSCHBERGER et al. 2000)  oder nach einem Protokoll der 
Spezialistengruppe „Onkologie“ der Fachgruppe Kleintiermedizin der Deutschen 
Veterinärmedizinischen Gesellschaft verfahren wird (HIRSCHBERGER et al. 2000). Bis zu 
80% der Hunde, die an einem malignen Lymphom erkrankt waren, sprachen bei einer 
durchschnittlichen Überlebenszeit von bis zu 15 Monaten nach Diagnosestellung auf die 
Chemotherapie an (LINK u. HIRSCHBERGER 1999). 
In der Humanmedizin wird Methotrexat bei malignen Erkrankungen meist im Rahmen einer 
Mehrkomponenten-Chemotherapie in einer konventionellen Dosierung von 30 – 50 mg/m2 
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Körperoberfläche und Tag als Bolus intravenös injiziert. Bei fortgeschrittenen 
gastrointestinalen Tumoren, lymphatischen Leukämien und Non-Hodgkin Lymphomen wird 
ein Protokoll mit einem mittleren Dosisbereich (100 - 1000 mg/m2) bei Infusionsdauern 
zwischen 4 und 24 Stunden verwendet. Eine hochdosierte MTX-Therapie, auch als HDMTX 
bezeichnet, mit Infusion von 8 - 12 g/m2 findet ihren Einsatz bei schlecht perfundierten 
osteogenen Sarkomen und im Rahmen von sequentiellen Hochdosistherapien beim 
metastasiertem Mammakarzinom und Lymphomen (JOSTING et al. 1998).  
Aufgrund seiner lymphostatischen Wirkung wird MTX als das effektivste Pharmakon bei der 
Therapie der generalisierten Psoriasis vulgaris und der rheumatoiden Arthritis angesehen 
(KREMER et al. 1995). MTX wird dabei oral in Dosierungen von 5-25 mg/Woche (in der 
Regel 7,5 mg) verabreicht. Weitere Anwendungsgebiete sind die Vermeidung der Graft-
versus-host disease nach Knochenmarkstransplantationen (STUCKI et al. 1998) und die 
frühe Aborteinleitung, für die in Deutschland jedoch keine Zulassung besteht (POTTS 1995). 
 
Toxische Schädigungen durch MTX treten vorwiegend in Geweben mit einer hohen 
Proliferationsrate (normale Wechselgewebe, Schleimhäute, Knochenmark, gastrointestinale 
Epithelien) auf. Dabei geht aufgrund der höheren MTX-Konzentration in Schleimhäuten eine 
Schädigung der Mundschleimhäute und gastrointestinaler Epithelien einer Schädigung des 
Knochenmarks voraus (JOSTING et al. 1998). 
Des Weiteren führt die geringe Wasserlöslichkeit von 7-OH-Methotrexat bei der Elimination 
über die Niere zu einer intratubulären Kristallisation und trägt damit unter anderem zur 
Nephrotoxizität von MTX bei (SMELAND et al. 1996; PERAZELLA 1999; WIDEMANN et al. 
2004). Ein direkt toxischer Effekt des MTX auf die Nierentubuli wird diskutiert (KNEUER et al. 
2004). So ist beschrieben, dass bei einer HDMTX zur Behandlung des Osteosarcoms 1,8% 
der Patienten trotz optimalen Leukovorin-Schutzes (s. u.) eine renale Dysfunktion 
entwickelten (WIDEMANN et al. 2004). 
In der Leber kann MTX zu einer reversiblen chemischen Hepatitis insbesondere bei HDMTX, 
nach chronischer niedrig-dosierter Gabe zu einer Leberzirrhose bzw. -fibrose führen 
(MCINTOSH et al. 1977; WEBER et al. 1987). Insbesondere während der Behandlung der 
Leukämie bei Kindern sind diese Nebenwirkungen beschrieben worden (COLSKY et al. 
1955; HUTTER et al. 1960; MCINTOSH et al. 1977). Sichtbar werden die Veränderungen 
durch einen Anstieg der Transaminasen und dem Auftreten von Hyperbilirubinämien. In der 
Literatur ist ein Anstieg der Aminotransferase und der Serum-Laktat-Dehydrogenase nach 
HDMTX in 14,1% der Fälle beschrieben worden (BERKOWITZ et al. 1986). 
In der Humanmedizin konnten nach HDMTX transiente neurologische Störungen 
(Krampfanfälle, Sprachstörungen Lähmungserscheinungen) beobachtet werden, die je nach 
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Höhe und Dauer der Exposition zum Koma und Tode führen können (JAFFE et al. 1985; 
VEZMAR et al. 2003).  
Bei der Behandlung der rheumatoiden Arthritis, bei der MTX über längere Zeiträume in 
geringen Dosen eingesetzt wird, wurden bis zu 22% (SUAREZ-ALMAZOR et al. 2001) bzw. 
36 % (KINDER et al. 2005) der Therapien aufgrund des Auftretens von Nebenwirkungen 
abgebrochen. So zeigten 5,5% der Patienten Veränderungen des Blutbildes, 10,8% 
gastrointestinale Störungen, 3% Lungen-assoziierte Nebenwirkungen, 2,1 % Veränderungen 
der Haut und 4,4 % Allgemeininfektionen (KINDER et al. 2005). 
Im Bereich der Haut kann es zur Bildung von geringgradigen Erythemen bis zu exfoliativen 
Dermatitiden und Haarausfall kommen (KINDER et al. 2005). Bei der HDMTX-Therapie 
treten während oder kurze Zeit nach der Gabe des Medikaments Übelkeit und Erbrechen 
auf, deren Inzidenz mit steigender Dosis zunimmt. 
In der Veterinärmedizin sind die oben beschriebenen Nebenwirkungen nicht so stark 
ausgeprägt, da bei Haustieren keine HDMTX-Therapie verwendet wird. So sind bei der 
Behandlung des malignen Lymphoms des Hundes neben einer Störung des 
Allgemeinbefindens und das Auftreten von Thrombozytopenien als häufigste 
Nebenwirkungen nicht lebensbedrohliche gastrointestinale Störungen (Vomitus, Diarrhö) 
beobachtet worden (HIRSCHBERGER et al. 2000). 
In der Literatur sind in den Anfängen der MTX-Therapie Letalitätsraten von 5,3-10% 
beschrieben worden (DJERASSI et al. 1977; VON HOFF et al. 1977; BLEYER 1978). Diese 
Todesfälle konnten durch eine gleichzeitige Gabe des Antidots Leukovorin (Formyl-
Tetrahydrofolsäure, Citrovorum Faktor; siehe Abb. 2A) und Einhaltung weiterer 
Schutzmaßnahmen (Aufrechterhaltung einer adäquaten Hydrierung und eines Urin-pH 
Wertes ≥7) bei HDMTX auf unter 1% gesenkt werden (ALLEGRA et al. 1990). Durch  den 
Leukovorin-Schutz, der erstmals 1966 von GOLDIN et al. beschrieben wurde, wird das 
normale Wechselgewebe (insbesondere Knochenmark, gastrointestinale Epithelien, 
Schleimhäute) vor sonst schweren Nebenwirkungen des MTX geschützt, da durch das 
Leukovorin der Block der DHFR umgangen wird und dieses rasch in die verschiedenen 
Folate umgewandelt wird. Durch den protektiven Effekt des Leukovorin auf normale, nicht 
entartete Zellen kann jedoch auch die Zytotoxizität des Methotrexat auf Tumorzellen 
herabgesetzt werden (VAN DER WILT et al. 1995).  
Bei einem nicht ausreichenden Schutz (z.B. Leucovorin-Gabe), bei einer verzögerten 
Elimination durch Nierenfunktionsstörungen oder dem Vorliegen dritter Verteilungsräume 
(Aszites, Pleuraergüsse) sind hohe MTX-Serumkonzentrationen mit einer ausgeprägten 
Toxizität gegenüber normalen, nicht entarteten Geweben (Knochenmark, Schleimhäute, 
Haut, Leber, Nieren) assoziiert (ACKLAND u. SCHILSKY 1987). 
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2.3  Aufnahme von Folaten (Methotrexat) in die Zelle 
 
2.3.1  Überblick über Folat-transportierende Proteine unter besonderer  
  Berücksichtigung des Reduced Folate Carrier (RFC) 
 
Natürliche Folate, die zu den wasserlöslichen B-Vitaminen gehören, sind für die 
Zellproliferation und Gewebsregenerierung unverzichtbar, da sie essentieller Bestandteil der 
Purin-, Thymidin-, Methionin-, Histidin- und Serin-Biosynthese sind (BRZEZIŃSKA et al. 
2000; MATHERLY 2001). Durch die Inhibition von Folat-abhängigen Enzymen (z.B. DHFR) 
mittels Antimetaboliten kann die Zellproliferation unterbunden werden. Ein klassisches 
Therapeutikum stellt dabei das Methotrexat als ein potenter Inhibitor der DHFR dar 
(GOLDMAN u. MATHERLY 1985). Die Aufnahme von Folaten und Antifolaten in die 
eukaryotische Zelle, die intestinale Folatabsorption und zum Teil auch die Elimination wird 
über verschiedene transmembranäre Transportsysteme vermittelt. Durch diese Import- / 
Exportfunktion tragen diese Transporter zur Zellzytotoxizität (Aufnahme), der Selektivität und 
der Entwicklung von Resistenzen bei Tumorzellen (direktes Ausschleusen nach Aufnahme) 
bei (HENDERSON 1990; SIERRA u. GOLDMAN 1999).  
Bei der Aufnahme von Folaten und reduzierten Folaten in die Zelle spielen 2 grundsätzliche 
Prozesse eine Rolle: a) Membrantransporter, die die Aufnahme in die Zelle vermitteln und b) 
Bildung und Aufnahme von endozytotischen Vesikeln. Dabei sind zwei Transportsysteme, 
die membranlokalisierten Folat-Rezeptoren, auch als Folatbindungs-Proteine bezeichnet, 
und der weiter unten beschriebene Reduced Folate Carrier 1 (RFC1), hauptsächlich für den 
Folattransport verantwortlich (SPINELLA et al. 1995). Es sind jedoch noch weitere in den 
Folattransport involvierte Transporter beschrieben worden. 
Der Transport von Folat in die Zelle erfolgt hauptsächlich über die Folat-Rezeptoren, die mit 
einem Glycosyl-Phosphatidylinositol-Anker (GPI) mit der äußeren Zellmembran verbunden 
sind (BRIGLE et al. 1994). Diese haben ein Molekulargewicht von 38-40 kD und werden von 
2 Genen (FRα und FRβ) mit unterschiedlichen Gewebsexpressionen codiert (BRIGLE et al. 
1994). Die Folat-Aufnahme in die Zelle erfolgt bei den als Gruppen in der Membran 
vorliegenden FRα und FRβ nach Bindung der Folate über einen endozytotischen Prozess als 
Caveolae in die Zelle. Nach Dissoziation des Folats von dem Rezeptor kehrt dieser wieder 
auf die Zelloberfläche zurück (ROTHBERG et al. 1990). FRs besitzen im Gegensatz zu dem 
RFC1 hohe Affinitäten für Folate (Kd ~ 1 nM) aber niedrigere Affinitäten für reduzierte Folate 
(Kd 10 - 300 nM) (ANTONY 1992; WANG et al. 1992; BRIGLE et al. 1994; WESTERHOF et 
al. 1995). Eine niedrige Affinität (Kd 100 - 500 nM) für MTX ist bei geringen MTX-
Blutkonzentrationen beschrieben worden (NAKASHIMA-MATSUSHITA et al. 1999), während 
bei einer Zunahme der MTX-Konzentration die Affinität weiter abnimmt (Kd 1 - 10 µM) und 
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normalerweise der RFC1 bei den Transportprozessen dominiert (YANG et al. 1992). Ein 
drittes Mitglied dieser Familie, der FR vom Typ Gamma, ist nicht in der Lage an den GPI zu 
binden und kann somit die Aufnahme von Folat in die Zelle nicht vermitteln (SHEN et al. 
1995). 
Einige Carrier aus der Familie der „organic anion transporting polypeptides“ (OATP) sind 
ebenfalls in der Lage, Folate zu transportieren (RUSSEL et al. 2002; HAGENBUCH u. 
MEIER 2004). Die OATP gehören der „Solute Carrier Family (SLC) 21 der Major Facilitator 
Superfamily“ an, besitzen 12 Transmembrandomänen und transportieren organische 
Anionen in epithelialen Geweben (SAIER et  al. 1999). Familienmitglieder, von denen 
bekannt ist, dass sie MTX transportieren können, sind die humanen OATP1B1 und 
OATP1B3 und der rat Oatp1a3 (Variante 1 und 2). Der in Leber und Niere exprimierte 
Oatp1a3 Variante 1, früher als ratOAT-K1 bezeichnet, transportiert MTX mit einer höheren 
Affinität (Km ~ 1 µM) als andere organische Anionen und Folate (SAITO et al. 1996). Der in 
den Nierentubuli exprimierte Oatp1a3 Variante 2, früher als ratOAT-K2 bezeichnet, 
transportiert ebenfalls Folat und MTX mit vergleichbaren Affinitäten (MASUDA et al. 1999). 
Beide Transporter sind in der apikalen Membran der Tubulusepithelzellen der Niere 
lokalisiert und vermitteln unter anderem den Austausch von Folaten und MTX (MASUDA et 
al. 1999). Es wird angenommen, dass die zwei Varianten bei der Reabsorption von Folaten 
und Mtx aus dem glomerulären Filtrat beteiligt sind (MASUDA et al. 1999).  
Von der Familie der „organic anion transporters“ (Oat, SLC22A Familie) ist ebenfalls 
bekannt, dass sie im Methotrexat-Transport involviert ist (TAKEDA et al. 2002): der rat Oat1 
(rOat1), der 1997 von SEKINE et al. kloniert wurde, ist vornehmlich in der basolateralen 
Membran der proximalen Nierentubuli und schwächer im Gehirn lokalisiert (SEKINE et al. 
1997). Der humane, murine und rat Oat2 (hOAT2, mOat2, rOat2) wird hauptsächlich in der 
Leber und schwächer in der basolateralen Tubulusmembran der Niere exprimiert (SEKINE et 
al. 1998; SUN et al. 2001; KOBAYASHI et al. 2002). Der humane Oat3 (hOAT3) wird in 
verschiedenen Geweben wie z.B. Leber, Niere und Gehirn exprimiert (KUSUHARA et al. 
1999; CHA et al. 2001). Der 2000 von CHA et al. aus Nieregewebe isolierte humane Oat4 
(hOAT4) konnte bisher in der apikalen Membran der Nierentubuli und in Plazentagewebe 
nachgewiesen werden (CHA et al. 2000). Für diese Transporter sind Affinitäten für MTX von 
Km ~ 0,02 mM (hOAT3) bis ~ 0,5 mM (hOAT1) beschrieben worden (CHA et al. 2000; UWAI 
et al. 2000; TAKEDA et al. 2002). 
Als Efflux-Pumpen dienen die „multidrug resistance-associated proteins“ (MRPs), die 
unidirektionale Exporter darstellen (BORST u. ELFERINK 2002) und in den Epithelzellen 
verschiedener Gewebe an der apikalen bzw. in der basolateralen Membran lokalisiert sind 
(HAIMEUR et al. 2004). Die MRPs gehören als ATP-abhängige Transporter zu der ABC-
Superfamilie. Für die MRP 1 bis 4 ist der Transport von Folat und MTX nachgewiesen 
  Literaturübersicht 
   
   
 12
worden, wobei es sich jedoch um Proteine mit einer geringen Affinität für MTX [MRP1         
Km ~ 2,2 mM, MRP2 Km ~ 2,5 mM (BAKOS et al. 2000), MRP3 Km ~ 0,62 mM (ZENG et al. 
2001), MRP4 Km ~ 0,22 mM (CHEN et al. 2002)]  und für Folat [MRP3 Km ~ 2,0 mM (ZENG 
et al. 2001), MRP4 Km ~ 0,17 mM (CHEN et al. 2002)] handelt. 
Die ABC-Familie beinhaltet noch andere Export-Carrier, die in der Lage sind, MTX zu 
transportieren. Von potentieller Bedeutung ist das „breast cancer resistance protein“ (BCRP; 
ROCCHI et al. 2000), das jedoch nur polyglutamiertes MTX als Substrat akzeptiert (VOLK et 
al. 2002). 
 
Reduced Folate Carrier 
Der Membrantransport von reduzierten Folaten, unter anderem Tetrahydrofolat und 5-
Formyltetrahydrofolat in Eukaryontenzellen wurde schon seit langer Zeit einem spezifischem 
Transportsystem für reduzierte Folate zugeschrieben (GOLDMAN et al. 1968). Die für ein 
Reduced Folate Carrier Protein (RFC1) codierende cDNA konnte erstmals 1994 aus Maus- 
und Hamstergewebe isoliert werden (DIXON et al. 1994; WILLIAMS et al. 1994). Der 
humane RFC (hRFC1) konnte 1995 ausgehend von einer cDNA Bank isoliert werden 
(MOSCOW et al. 1995, WONG et al. 1995). Bei der Ratte wurde von HONSCHA et al. 
(2000) ein ähnliches Transportsystem für reduzierte Folate, der Natrium-abhängige 
Methotrexat Carrier 1 (rlMTX-1), aus der Leber kloniert. KNEUER et al. (2004) beschrieb 
erstmals die Isolation eines natrium-abhängigen Methotrexat Carriers aus der Rattenniere 
(rkMTX-1), der im offenen Leserahmen (open reading frame, ORF) identisch mit dem rlMTX-
1 ist und somit für das gleiche Protein MTX1 codiert. In funktionellen Studien und durch den 
Vergleich der Aminosäuresequenzen konnte gezeigt werden, dass der RFC1 und der MTX-1 
orthologe Proteine sind und somit der Mtx-1 unter dem Namen rRFC1 geführt werden kann 
(KNEUER u. HONSCHA 2004).  
Der RFC1 wird als SLC19A1 der SLC-Superfamilie der Folat- und Thiamin-Transporter 
zugeordnet (GANAPATHY et al. 2004). Die Transporter der SLC19-Familie besitzen einen 
relativ hohen Grad an Homologie (bis zu 53 % der Aminosäuresequenz; GANAPATHY et al. 
2004) und haben jeder eine vorhergesagte Sekundärstruktur von 12 Transmembran-
domänen (TMD) mit einer großen intrazellulären Schleife zwischen TMD 6-7. Das N- und 
das C-terminale Ende sind jeweils intrazellulär lokalisiert (MATHERLY u. GOLDMAN 2003). 
Im Gegensatz zu ihrer Strukturhomologie ist die Substratspezifität von SLC19A1 und 
SLC19A2 und SLC19A3 sehr verschieden. So transportiert der RFC1 (SLC19A1) 
ausschließlich reduzierte Folate/Antifolate und kein Thiamin (ZHAO et al. 2001a), während 
SLC19A2 und SLC19A3 Thiamin aber keine Folate transportieren (DIAZ et al. 1999; 
FLEMING et al. 1999).  
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Für kontroverse Diskussionen sorgte anfangs die Ermittlung der Proteingröße des RFC1. So 
wurde nach der Klonierung des murinen RFC eine Größe des Proteins von 58 kDa 
vorhergesagt (DIXON et al. 1994). In vorhergehenden Arbeiten wurden jedoch durch 
Affinitätsmarkierungen nur Proteine mit einem Molekulargewicht von 36-46 kDa detektiert 
(HENDERSON u. ZEVELY 1984; PRICE u. FREISHEIM 1987; YANG et al. 1988; WONG et 
al. 1995). In einer mit der RFC1-cDNA transfizierten  Zelllinie (L1210) konnte ein Protein mit 
einer Größe von 46 kDa mittels spezifischer Antikörper detektiert werden (ROY et al. 1998). 
Als Begründung für den Unterschied von 12-22 kDa zu dem vorhergesagten 
Molekulargewicht wurden alternative Splicingvarianten und die Synthese kleinerer RFC-
Proteine angegeben, wobei jedoch nur geringe Expressionslevel dieser Formen 
nachgewiesen werden konnten (TOLNER et al. 1997). Mit spezifischen Antikörpern gegen 
den zentralen zytoplasmatischen Loop zwischen TMD6-7 und gegen den C-Terminus 
konnten ZHAO et al. (2000) zeigen, dass es sich bei den Proteinen mit geringerem 
Molekulargewicht um Fragmente einer unkontrollierten Proteolyse handelt und dass das 
murine RFC1 Protein der vorhergesagten Größe von ~ 58 kDa entspricht.  Bei dem hier 
untersuchten rRFC1 handelt es sich um ein Protein von 512 Aminosäuren und 
vorhergesagten 12 Transmembrandomänen (TMD), dessen kalkuliertes Molekulargewicht 
ebenfalls ~ 58 kDa beträgt (HONSCHA et al. 2000). Nach Anfügen eines Hämaglutinin-
Epitops am C-terminus des rRFC1 konnte unter Verwendung entsprechender Antikörper in 
Western Blot Studien an einer mit dem rRFC1 stabil transfizierten MDCK Zelllinie ein Protein 
in einer Größe von ~ 72 kDA detektiert werden (KNEUER et al. 2004). Da der rRFC1 an 
Aminosäureposition 58 (Asn) eine Glycosylierungsstelle besitzt, wurde der 
Größenunterschied von 14 kDa mit einer Glycosylierung des Proteins erklärt. Auf mRNA-
Ebene konnten über RT-PCR Analysen verschiedene alternative Splicing Varianten des 
rRFC nachgewiesen werden. Die Transkripte wurden als MTX-2 bis MTX-6 bezeichnet und 
haben bei vermuteten 7 TMD ein vorhergesagtes Molekulargewicht von 38-40 kDa 
(KNEUER et al. 2005). 
 
2.3.2  Analyse der Sekundärstruktur des RFC1-Proteins 
 
Ein durch Computeranalysen ermitteltes 12 TMD-Modell des RFC1 (siehe Abb. 4; 
HONSCHA et al. 2000; MATHERLY u. GOLDMAN 2003) wurde in verschiedenen Arbeiten 
experimentell verifiziert. Eine extrazelluläre Orientierung der zwischen TMD1 und TMD2 
gelegenen Schleife konnte durch Studien zur Glycosylierung der Aminosäure 58 (Asn) 
nachgewiesen werden (WONG et al. 1998; FERGUSON u. FLINTOFF 1999). Eine 
zytosolische Lokalisation des C-terminus konnte durch den Nachweis eines eingefügten 
Hämaglutinin-Epitops (HA-Epitop) am C-terminus des hRFC im Vergleich permeabilisierter 
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und nicht permeabilisierter Zellen bewiesen werden (WONG et al. 1998). Über eine HA-
Epitop Insertion mit anschließendem Nachweis mittels Immunfluoreszenz wurde eine 
cytosolische Lokalisation des N-Terminus und der Schleifen zwischen TMD6-7 und TMD8-9 
belegt (FERGUSON u. FLINTOFF 1999; LIU u. MATHERLY 2002). Eine extrazelluläre 
Orientierung konnte ebenfalls über eine HA-Epitop Insertion für die Schleifen zwischen TMD 
3-4 und TMD 7-8 nachgewiesen werden (FERGUSON u. FLINTOFF 1999; LIU u. 
MATHERLY 2002). LIU u. MATHERLY (2002) legten durch die Schaffung einer neuen 
Glycosylierungsstelle durch die Mutation des Phenylalanin-182 zu Asparagin eine 
intrazelluläre Lokalisation der Schleife zwischen TMD 6-7 nahe. Die Resultate dieser 
Arbeiten zeigen somit eine Übereinstimmung mit dem Computermodell des RFC1 im Bereich 
TMD1-8 und des C-Terminus. Die Richtigkeit des Modells zur Membrantopologie des hRFC1 
in dem Bereich TMD 7-12 konnte 2004 von CAO u. MATHERLY bestätigt werden. Dafür 
verwendeten sie einen hRFC-Klon, in dem durch Mutagenese die Cysteine durch Serin 
ersetzt wurden. An vorher festgelegten Stellen wurden nun einzelne Cysteine eingefügt und 
deren zelluläre Lokalisation (intra- versus extrazellulär) bestimmt. 
Somit ist das Computermodell zur Topologie des hRFC1 verifiziert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: Vorhergesagte Struktur des rRFC1 mit 12 putativen TMD; identische Aminosäuren des rRFC1 mit dem 
humanen RFC1 und dem RFC1 der Maus sind schwarz dargestellt; TMD = Transmembrandomäne 
 
Extrazellulärraum 
Plasmamembran 
NH3+ 
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Die Übereinstimmung der Aminosäuresequenzen des humanen RFC1 und des RFC1 der 
Maus und der Ratte beträgt 66 -  67% (KNEUER u. HONSCHA 2004). Betrachtet man weiter 
nur die Bereiche der vorhergesagten TMD (Abb. 4) ist eine noch höhere Homologie der 
Carrier von ~ 70 % erkennbar. Somit kann eine gleichartige Sekundärstruktur des rRFC1 und 
des hRFC1 vermutet werden.  
 
2.3.3  Nachweis und Lokalisation des RFC1 
 
Eine Expression des RFC1-Gens wurde bereits in vielen Geweben beschrieben. 
WHETSTINE et al. (2002) haben beispielsweise über Northern Blot Analysen die mRNA  des  
humanen RFC1 in allen 76 von ihnen untersuchten Geweben und Tumorzelllinien 
nachgewiesen, was für eine integrale Rolle des RFC bei der Homöostase der reduzierten 
Folate im Gewebe spricht. Die hohe Bedeutung des RFC für den transplazentaren 
Folattransport wird durch den Nachweis eines hohen mRNA Spiegels in der Plazenta 
deutlich. Ähnliche mRNA-Gehalte konnten in Leukozyten, Leber, Lunge und etwas niedrigere 
in Niere und Knochenmark in dieser Arbeit (s. o.) nachgewiesen werden. Im Bereich des 
Darmes wurden die höchsten Werte im Duodenum und im Colon detektiert. Sehr schwache 
Signale waren in Herz- und Muskelgewebe vorhanden.  
Ein Northern Blot Nachweis des RFC1 in ausgewählten Geweben der Ratte zeigte ein im 
Vergleich zum hRFC1 leicht verändertes Expressionsmuster (HONSCHA et al. 2000). Die 
höchste mRNA Menge konnte in der Niere ermittelt werden, während die Signale in Leber, 
Lunge, Herz, Gehirn, Milz und Skelettmuskel deutlich schwächer ausfielen. In den Hoden 
wurde keine homologe mRNA gefunden. Eine umfassende Untersuchung zu der Expression 
des rRFC1 Gens analog zum humanen RFC1 liegt bis dato nicht vor. 
 
Ein Nachweis des RFC1-Proteins in natürlichen Geweben mit spezifischen Antiseren im 
Western Blot ist bisher nur für einzelne Abschnitte des Intestinums beschrieben worden. Ein 
Protein in der Größe von 58 kDa wurde von CHIAO et al. (1997) im Dünndarm der Maus 
detektiert, wobei keine weitere Unterteilung der verschiedenen Darmabschnitte vorgenom-
men wurde. DUDEJA et al. (2001) konnten nach Präparation entsprechender Membran-
vesikel den humanen RFC1 in der apikalen (AM) und der basolateralen Membran (BM) des 
Jejunums und des Colons nachweisen. Dabei wurde die höchste Expression in der jejunalen 
AM gefunden, gefolgt von der jejunalen BM und der AM des Colons. Ein deutlich 
schwächeres Signal zeigte die BM des Colons. BALAMURUGAN u. SAID (2003) haben die 
Expression des RFC1-Proteins in der apikalen Membran des Jejunums der Ratte 
nachweisen können. Die Autoren haben ferner die Expression des RFC1-Proteins im 
Jejunum von säugenden, juvenilen und adulten Ratten verglichen und das stärkste Signal 
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bei säugenden Ratten detektiert, während im Jejunum adulter Ratten das Signal am 
schwächsten war. IFERGAN et al. (2003) konnten eine Expression des hRFC1 in 
Osteosarkomen nachweisen. Ausführliche Studien zum Nachweis des RFC1-Proteins im 
Western Blot in anderen Geweben, die z. B. eine hohe Expressionsrate erwarten lassen     
(s. o.), fehlen bis dato. 
Obwohl der RFC1 auf funktioneller Ebene im Detail in verschiedenen Zell-Systemen 
charakterisiert wurde, liegen umfassende immunhistologische Arbeiten zur Lokalisation des 
RFC1-Proteins in den verschiedenen Geweben nicht vor. In einer ersten Arbeit wurde das 
RFC1 Protein in der apikalen Membran im Pigmentepithel der Retina nachgewiesen 
(CHANCY et al. 2000). Über immunhistochemische Untersuchungen mit einem polyklonalen 
Antikörper gegen den C-Terminus des murinen RFC1 konnte das RFC1 Protein in einigen 
ausgewählten Geweben lokalisiert werden (WANG et al. 2001). Im Bereich des Intestinums 
konnte in Übereinstimmung mit der Arbeit von DUDEJA et al. (2001; Jejunum und Colon, 
s.o.) ein positives Signal in der apikalen Membran des Duodenums, des Jejunums, des 
Ileums und des Colons nachgewiesen werden. In der Niere wird der murine RFC1 in der 
basolateralen Membran der corticalen und medullären Tubulusepithelzellen exprimiert. In der 
Leber konnte das RFC1 Protein in der Hepatozytenmembran detektiert werden, während die 
Gallengänge negativ waren. Weiterhin wurde der Transporter in Zellen der roten Milzpulpa, 
im Gehirn auf der apikalen Oberfläche des Plexus choroideus, in Axonen und Dendriten und 
im Bereich der apikalen Membran von Zellen, die im Bereich des Spinalkanals liegen 
nachgewiesen. Diese Studie von WANG et al. (2001) zeigt, dass der RFC1 in ausgewählten 
Geweben exprimiert wird, wobei jedoch die Lokalisation des Transporters in den Zellen von 
Gewebe zu Gewebe unterschiedlich ist. Leider fehlt in dieser Studie der Nachweis des 
murinen RFC1 Proteins mittels immunhistochemischer Verfahren in Geweben wie Lunge, 
Knochenmark, Herz- und Muskelgewebe, für die in Northern Blot Untersuchungen teilweise 
ähnlich hohe Expressionsspiegel auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden konnten 
(HONSCHA et al. 2000; WHETSTINE et al. 2002). Vergleichbare Studien zum 
immunhistochemischen Nachweis des humanen RFC1 Proteins und des hier untersuchten 
RFC1 Proteins der Ratte liegen nicht vor.  
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2.4  Zielsetzung der Arbeit 
 
Der ubiquitär exprimierte RFC1 (WHETSTINE et al. 2002) wurde bisher hauptsächlich auf 
mRNA-Ebene untersucht (siehe 2.3.3). Arbeiten, in denen in vergleichender Weise sowohl 
die Gen- als auch die Proteinexpression des RFC in verschiedenen Geweben untersucht 
werden, fehlen bisher. Insbesondere umfangreiche Untersuchungen zur Proteinexpression 
des RFC1 der Ratte (Western Blot, immunhistochemische Verfahren) sind bisher nicht 
beschrieben worden. Wie oben bereits näher ausgeführt, sind die Ergebnisse der 
Genexpression des hRFC1 und des rRFC1 in verschiedenen Geweben zwischen den 
Spezies nicht ohne weiteres übertragbar. Ein Problem in der Durchführung dieser 
Untersuchungen stellte dabei das Fehlen rRFC1-spezifischer Antikörper dar. Ziel dieser 
Arbeit war es daher, die Gen- und Proteinexpression des rRFC1 in ausgewählten Geweben 
darzustellen. Für den Nachweis der Proteinexpression mussten dafür in einem ersten Schritt 
spezifische Antikörper gegen den rRFC1 generiert werden. 
 
Insgesamt ergaben sich daraus folgende Aufgabenstellungen: 
 
1)  Bestimmung geeigneter antigener Aminosäuresequenzen des rRFC1  
 und Klonierung der entsprechenden cDNA Sequenzen in einen Expressionsvektor 
sowie Herstellung rRFC1 spezifischer rekombinanter Fusionsproteine mit 
nachfolgender Abspaltung und Isolierung der rRFC1 spezifischen Peptide 
 
2)  Generierung spezifischer Antiseren gegen rRFC1 spezifische Peptide 
 
3) Western Blot Analyse der Proteinexpression in ausgewählten Geweben 
 
4) Lokalisation des rRFC1 Proteins in ausgewählten Geweben mittels 
 immunhistochemischer Verfahren 
 
5) Untersuchungen zur Genexpression des rRFC1 mittels der RT-PCR 
 
 
 
 
 
 
 
  Material und Methoden 
   
   
 18
3  Material und Methoden 
 
3.1  Material 
 
3.1.1  Reagenzien und Enzyme 
 
Bacto-Pepton      Roth, Karlsruhe 
Benzonase® Nuclease, > 90% Reinheit  Novagen, Darmstadt 
Bovines Serum Albumin    PAA, Cölbe 
CNBr- aktivierte Agarose    Sigma, Deisenhofen  
Coomassie Blau 250     Roth, Karlsruhe 
DAPI       Sigma, Deisenhofen 
Earle´s MEM      PAA, Cölbe 
Enterokinase      Sigma, Deisenhofen 
Fluor Save Reagent     Calbiochem, Bad Soden 
Freund´s Adjuvans complete / incomplete  Sigma, Deisenhofen 
Hämalaun      Merck, Darmstadt 
Hefeextrakt      Roth, Karlsruhe 
His•Bind® Resin     Novagen, Darmstadt 
Imidazol      Fluka, Deisenhofen 
IPTG       Roth, Karlsruhe 
Kanamycin      Sigma, Deisenhofen 
Ketamin 10%      Medistar, Holzwickede 
Lysozym      Sigma, Deisenhofen 
Natriumacid (NaN3)     Sigma, Deisenhofen 
NEAA 100X       PAA, Cölbe 
Protease Inhibitor Cocktail    Sigma, Deisenhofen 
Proteinase K aus Tritirachium albans  Fluka, Deisenhofen 
Rompun 2% (Xylazin)    Bayer, Leverkusen 
Tissue Tek, O.C.T. Compound   Sakura, Zoeterwoude, Niederlande 
Triton X-100      Sigma, Deisenhofen 
Tunicamycin      Sigma, Deisenhofen  
Tween 20      Roth, Karlsruhe 
 
Alle weiteren Chemikalien wurden in p. A. Qualität von den Firmen Sigma (Deisenhofen) 
bzw. Roth (Karlsruhe) bezogen.  
 
 
3.1.2.  Verbrauchsmaterialien 
 
Blotting Paper Quick Draw    Sigma, Deisenhofen 
Centriplus YM-3, YM-50    Amicon, Millipore, Eschborn 
Dialyse Schlauch, Zellulosemembran (25x16mm) Sigma, Deisenhofen 
His•Bind® Column     Novagen, Darmstadt 
Objektträger Super Frost    Roth, Karlsruhe 
Porablot PVDF-Membran    Macherey-Nagel, Düren 
Spritzenvorsatzfilter 0,22 µm, 0,45 µm  Sigma, Deisenhofen 
 
Alle weiteren Materialien wurden von den Firmen Braun (Melsungen), Greiner (Nürtingen), 
Sigma (Deisenhofen) und Roth (Karlsruhe) bezogen. 
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3.1.3  Geräte 
 
Elektrophorese Power Pac 200    Bio Rad, München 
   mit Sub cell GT Wide Mini  horizontale Elektrophoresekammer 
   und Mini – Protean 3 Cell Vertikal Elektrophorese-Kammer 
    
   Electrophoresis Power Supply EPS 600 Pharmacia, Freiburg 
   mit GNA 100 Horizontal Elektrophorese-Kammer 
   und Multiphor II Semi-dry Blot Kammer 
 
Homogenisator Ultra-Turrax T 25    Janke und Kunkel, Staufen 
   Sonoplus Puls HD 70    Bandelin, Berlin 
 
Immunhistochemie Sequenza Slide Rack    ThermoShandon, Dreieich 
   mit Coverplates® 
 
Mikroskop  Fluoreszenzmikroskop BX-50  Olympus, Hamburg 
 
Photometer  Genios     Tecan, Crailsheim 
 
Thermocycler  Peltier Thermal Cycler PTC-200  MJ Research, Boston MA, 
         USA 
 
   PCR System 9700    Applied Biosystems,  
         Darmstadt 
 
Zentrifugen  Tischzentrifuge 5415 C   Eppendorf, Hamburg  
   Kühlzentrifuge 5403    Eppendorf, Hamburg 
   mit Ausschwingrotor 16A4-44 
   Ultrazentrifuge Evolution RC   Sorvall, Bad Homburg 
   mit Festwinkelrotor SS-34 
 
Kryotom  Kryostat 2800 Frigocut-E   Reichert-Jung, Nußloch 
 
    
 
3.1.4  Kommerziell erhältliche Kits 
 
QIAquick® Gel Extraction Kit    Qiagen, Hilden 
Omniscript RT Kit     Qiagen, Hilden 
RNeasy Mini Kit     Qiagen, Hilden 
RNase-Free DNase Set    Qiagen, Hilden 
QIAprep® Spin Miniprep Kit    Qiagen, Hilden 
Liquid DAB+ Substrate Chromogen System Dako Cytomation, Hamburg 
Western Blue® Stabilized Substrate for AP  Promega, Mannheim 
BCA Protein Assay Reagent Kit   Pierce Biotechnology, Rockford IL, USA 
 
 
3.1.5.  Molekularbiologie 
 
Bakterien und Vektoren 
 
E. coli XL1-Blue     Stratagene, La Jolla CA, USA 
E. coli Rosetta     Novagen, Darmstadt 
Vektor pET-41a-c     Novagen, Darmstadt 
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Restriktionsenzyme 
 
EcoR I       NEB, Frankfurt 
Hind III      NEB, Frankfurt 
 
Hitzestabile DNA Polymerasen 
 
Taq DNA Polymerase    NEB, Frankfurt 
2X PCR-Master-Mix S (inklusive Polymerase) peq Lab, Erlangen 
 
Weitere Enzyme 
 
T4 DNA Ligase     NEB, Frankfurt 
 
Primer  
 
Primer    Sequenz 5´- 3´       
ID1_95F_Eco   GG∇AATTCATGGTGCCCACTGGCCAG 
ID1_175R_Hind  CCCA∇AGCTTCCATCGCCAGGACTTAAGTT 
OD1_212F_Eco  GG∇AATTCCAGTTGCGACCTGGGGAG 
OD1_313R_Hind  CCCA∇AGCTTGGAGTAGGGCAGCATCGG 
TS1_370R_Hind CCCA∇AGCTTGACCAGGACTGGCTTGTATC 
ID4_598F_EcoRI  GG∇AATTCCTAAAGCGTCCTAAGCG 
ID4_804R_Hind  CCCA∇AGCTTACGCAGCTGTGGTTGCCG 
TM6_541F_Eco   GG∇AATTCTATATGCTCAACTGTATCTC 
TM7_873R_Hind  CCCA∇AGCTTCAGGACATGGACATAGTAG 
ID7_1426F_EcoRI   GG∇AATTCCTGGACGGCTTGAGGTAC 
MTX_1630R_Hind  CCCA∇AGCTTGGCCTTGGCTTCGACTCT 
rRFC2_940F_Eco  GG∇AATTCATGCACTGGAGGGCCCTTG 
rRFC2_987R_Hind  CCCA∇AGCTTCCGGCCCGCTGGGGTCCA 
OD6_1301F_Eco  GG∇AATTCCTTAAGACCTCGATCACACT 
OD6_1378R_Hind  CCCA∇AGCTTGTAGATGCGGAACTGTTGAT 
Rfc_794F   CCAGAGCCCAGGAAACTG 
Rfc_1399R   GCAATCTGAAAAGTGGCAATG 
ratACTB_695F                AGAGGGAAATCGTGCGTGAC              
ratACTB_832R                CGATAGTGATGACCTGACCGT 
 
Die rRFC spezifische Sequenz ist kursiv dargestellt. Die 5´-Überhänge, die Schnittstellen für 
Restriktionsenzyme codieren, sind unterstrichen. Die jeweilige Spaltstelle ist mit einem Pfeil 
gekennzeichnet. 
 
Molekulargewichtstandards für Gelelektrophoresen 
 
DNA-Längenstandard  DNA Sizer III peq Lab, Erlangen 
 Hyper Ladder I Bioline, Luckenwald 
 
SDS-Proteinmarker  Sigmamarker Wide Range Sigma, Deisenhofen 
 peq Gold Protein Marker IV prestained  peq Lab, Erlangen 
 peq Gold Protein Marker II peq Lab, Erlangen 
 
 
3.1.6  Antikörper  
 
Monoclonal Anti-HA, Clone HA-7, Mouse ascites fluid H9658 Sigma, Deisenhofen 
Polyclonal Rabbit Anti-HA     H6908 Sigma, Deisenhofen 
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Goat Anti-Mouse Immunoglobulins / R-PE   R0480 Dako Cytomation,  
         Hamburg 
Goat Anti-Rabbit IgG (whole molecule FITC Coniugate) F9887 Sigma, Deisenhofen 
Polyclonal Swine Anti-Rabbit Immunoglobulins / HRP P0399 Dako Cytomation,  
         Hamburg 
Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins / AP  D0487 Dako Cytomation,  
         Hamburg 
His•Tag Monoclonal Antibody    70796 Novagen, Darmstadt 
 
 
3.1.7  Puffer und Medien 
 
 
DNA-Ladepuffer 6x     60% (v/v)  10x Tris-Acetat-Puffer pH 7,2 
30% (v/v)  Glycerin 87% 
0,15% (w/v)  Bromphenolblau 
0,15% (w/v)  Xylencyanol 
10% (v/v)  Aqua bidest. 
 
LB-Agar 1,5% (250 ml)   250 ml  LB-Medium pH 7,4 
      3,75 g   Agar 
      autoklaviert 
 
LB-Medium (1 l, pH 7,4)   10 g  Bacto-Trypton   
          5 g   Hefeextrakt 
      10 g   NaCl 
      pH mit 1 N HCl eingestellt, autoklaviert 
 
2X LSB (pH 6,8)    100 mM  Tris 
      4% (w/v)  SDS 
      20% (v/v)  Glycerin 
      200 mM  β-Mercaptoethanol  
      0,2 % (w/v)  Bromphenolblau 
      pH mit 1 N HCl eingestellt 
 
PBS      136 mM  NaCl 
      2,68 mM  KCl 
      8,2 mM  Na2HPO4 
      autoklaviert 
 
TBE-Puffer 10x (pH 8,3)    1 M   Borsäure 
1 M   Tris-HCl 
200 mM  EDTA 
pH mit 1 N HCl eingestellt 
 
TBS (pH 7,5)     20 mM Tris 
      150 mM NaCL 
      pH mit 1 N HCl eingestellt 
 
TBST      TBS (pH 7,5) + 0,05 % (v/v) Tween 20 
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Tris-Acetat-Puffer 10x (pH 7,2)   400 mM  Tris 
200 mM  Natriumacetat 
10 mM  EDTA 
pH mit 1 N HCl eingestellt 
 
TSS-Medium (50 ml)    42,5 ml  LB-Medium pH 7,4  
      5 g   PEG 8000 
      2,5 ml   DMSO 
      1,25 ml 2 M MgCl 
      sterilfiltriert mit Spritzenvorsatzfilter 0,22 µm 
 
2 YT-Medium (1 l, pH 7,4)   16 g  Bacto-Pepton   
      10 g   Hefeextrakt 
          5 g   NaCl 
      pH mit 1 N HCl eingestellt, autoklaviert 
 
 
 
Die Zusammensetzung aller weiteren Puffer wird im Zusammenhang mit der jeweils 
beschriebenen Methode aufgeführt.  
 
 
3.1.8  Versuchstiere 
 
Für die Immunisierungen wurden 3 Kaninchen der Rasse New Zealand White (6 Wochen, 
1800-2000g, Charles River Laboratorien, Kißlegg, Deutschland) und 15 Chinchilla-
Kaninchen Bastarde (6-8 Wochen, ~ 2000g, Medizinisch-Experimentelles Zentrum der 
Universität Leipzig) verwendet (Tierversuchsanzeige: V13/03). Die Tiere wurden unter 
Standardbedingungen im Medizinisch-Experimentellen Zentrum der Universität Leipzig 
gehalten.  
Für die Gewebeanalysen wurden 2 männliche, 8 Wochen alte Sprague Dawley Ratten        
(~ 300 g, Medizinisch-Experimentelles Zentrum der Universität Leipzig) verwendet. Die Tiere 
wurden tierschutzgerecht getötet. 
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3.2  Methoden 
 
3.2.1  Präparation von RNA und RT-PCR 
 
3.2.1.1  Isolierung der Gesamt-RNA aus Geweben 
 
Bei der RNA-Präparation wird die Gesamt-RNA aus verschiedenen Geweben isoliert. In 
dieser Arbeit wurde das RNeasy® Mini Kit entsprechend den Vorgaben des Herstellers 
verwendet. Einer durch CO2-Begasung getöteten Sprague Dawley Ratte wurden die 
gewünschten Organe entnommen, diese auf Eis mit einem Skalpell zerteilt, unverzüglich in 
flüssigen Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung darin gelagert. Für die 
Präparation wurden entsprechende Mengen des jeweiligen Gewebes (Niere, Leber, Milz, 
Thymus je 20 mg, restliche Gewebe 30 mg) eingewogen, im Lysepuffer für 2x5 sec mittels 
Ultraturrax homogenisiert und anschließend für 3 min bei 16000 g (Tischzentrifuge 5415 C) 
und Raumtemperatur zentrifugiert. Zur Verbesserung der Absorption der RNA an die 
Gelmatrix wurde der Probe absoluter Ethanol (500 µl) zugegeben und diese anschließend 
auf eine RNeasy Mini Säule gegeben. Nachdem Verunreinigungen durch zweimaliges 
Waschen gemäß Herstellerangaben (jeweils 500 µl RPE-Puffer, Qiagen) entfernt wurden, 
erfolgte die Elution mit 30 µl RNase-freiem Wasser. Bei allen RNA-Proben wurde ein DNase 
Verdau auf der Säule mit RNase-freier DNase nach den Angaben des Herstellers 
durchgeführt (15 U DNase / Ansatz). 
Um eine Verunreinigung der isolierten Gesamt-RNA durch den hohen Gehalt an kontraktilen 
Proteinen in Herz- und Muskelgewebe zu verhindern, wurde das Lysat dieser Gewebe mit 
Proteinase K (10 µl je Ansatz einer 20 mg/ml Lösung in Wasser) für 10 min bei 55°C im 
Wasserbad aufgeschlossen. Nach Zugabe von absolutem Ethanol und Adsorption an die 
Säulenmatrix ist die Präparation wie oben beschrieben fortgesetzt worden. 
Die isolierte Gesamt-RNA wurde mittels einer Gelelektrophorese (siehe 3.2.2.2) auf ihre 
Unversehrtheit und auf Verunreinigungen mit genomischer DNA kontrolliert und die 
Konzentration der Gesamt-RNA in dem Eluat bestimmt (siehe 3.2.2.4).  
 
3.2.1.2  Reverse Transkription 
 
Als PCR-Matrize dient bei der RT-PCR mRNA. Mittels einer reversen Transkription (RT) 
muss diese mRNA in copy oder complementary DNA (cDNA) umgeschrieben werden, bevor 
die eigentliche PCR durchgeführt werden kann. 
Als Ausgangsmaterial für die RT diente die aus ausgewählten Geweben der Ratte isolierte 
Gesamt-RNA (siehe 3.2.1.1). Es wurde das Omniscript RT Kit (Qiagen) verwendet und die 
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RT nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. Die Omniscript® Reverse Transkriptase 
beinhaltet verschiedene enzymatische Aktivitäten: die RNA-abhängige DNA Polymerase 
transkribiert nach Anlagerung der Oligo-dT16 Primer die mRNA zu einem DNA:RNA Hybrid. 
Die RNA in diesem Hybrid wird durch die hybrid-abhängige Exonuclesease RNase H 
degradiert, die jedoch keinen Effekt auf die nicht hybridisierte RNA hat. Am Ende der 
reversen Transription liegt die einzelsträngige cDNA vor. Pro Reaktionsansatz wurde eine 
einheitliche Menge von 1 µg Gesamt-RNA eingesetzt. 
 
Reaktionsansatz 20 µl: 2,0 µl 10X Puffer RT (Qiagen) 
    2,0 µl dNTP-Mix (je 5 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP) 
    2,0 µl Oligo-dT Primer 10 µM 
    1,0 µl Omniscript RT-Polymerase 4U/µl (Qiagen) 
      X µl Template RNA (1 µg Gesamt RNA / Ansatz) 
    ad 20 µl RNase freies H2O 
 
Der Reaktionsansatz wurde für 60 min bei 37°C in einem Thermocycler inkubiert und die 
cDNA bis zur weiteren Verwendung bei -70°C aufbewahrt. 
 
3.2.1.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR = Polymerase-Chain-Reaction) 
 
Mit der PCR können spezifische Abschnitte eines DNA-Stranges (Template) amplifiziert 
werden. Dieses findet in der Regel bei 25 bis 40 sich wiederholenden Temperaturzyklen 
statt. Zunächst wird der DNA-Doppelstrang durch Hitze aufgeschmolzen. In der 
anschließenden Anlagerungsreaktion hybridisieren sequenzspezifische Oligonukleotidprimer 
mit ihrem komplementären DNA-Strang (Annealing). Durch Einbau einer zusätzlichen 
Sequenz als Überhang im 5´-Bereich der Primer können Schnittstellen für 
Restriktionsenzyme generiert werden. In einem dritten Schritt findet durch die DNA-
Polymerase eine DNA-Neusynthese zwischen diesen Primern in 5’Æ3’-Richtung statt 
(Extension). Die synthetisierten Tochterstränge dienen im neu beginnenden 
Reaktionsabschnitt ebenfalls als DNA-Matrize. Nach dem dritten Zyklus liegen die 
gewünschten DNA-Doppelstränge vor, welche sich jeweils ungefähr verdoppeln, so dass 
nach n Zyklen theoretisch 2n DNA-Moleküle des gewünschten Produktes in dem 
Reaktionsansatz enthalten sind.  
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Für die Amplifikation rRFC1 spezifischer Sequenzen, die zur Klonierung in 
Expressionsvektoren vorgesehen waren, wurde folgender Reaktionsansatz 1 verwendet. Als 
Template wurde das Plasmid pRK-MTX1 (KNEUER et al. 2004) verwendet.  
 
 5,0 µl 10X PCR-Reaktionspuffer (NEB)     
 1,0 µl dNTP-Mix (je 10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP)   
 2,0 µl sense-Primer (10 nM)  
 2,0 µl antisense-Primer (10 nM) 
 1,5 µl Taq-Polymerase 5 U/µl (NEB)  
 1,0 µl Template (10 ng/µl Plasmid DNA rRFC1) 
 37,5 µl dd H2O 
 50,0 µl 
 
Reaktionsansatz 2: Für die analytische RT-PCR wurde ein 2X Mastermix eingesetzt, der 
bereits einen zweifach konzentrierten Reaktionspuffer, die Taq-Polymerase und einen dNTP-
Mix enthält. Es wurden die RFC-spezifischen Primer Rfc_794F und Rfc_1399R und die β-
Actin-spezifischen Primer ratACTB_695F und ratACTB_832R verwendet. 
 
 12,5 µl 2X Mastermix (peq Lab) 
 1,0 µl sense-Primer (10 nM) 
 1,0 µl antisense-Primer (10 nM) 
 1,0 µl Template cDNA 
 9,5 µl dd H2O 
 25 µl 
 
Temperaturprotokoll Reaktionsansatz 1:  Temperaturprotokoll Reaktionsansatz 2:
  
 95°C 3 min     94°C 2 min 
 95°C 30 sec     94°C 30 sec 
 58°C 30 sec     58°C 30 sec 
 72°C 30 sec     72°C 30 sec 
 72 °C 3 min     72 °C 3 min 
 4°C ∞     4°C ∞     
     
Die Inkubation der Probe erfolgte in einem Thermocycler. Nach Beendigung der PCR 
wurden jeweils 5 µl des Ansatzes in einer analytischen Gelelektrophorese (siehe 3.2.2.2) 
untersucht. 
40 X für RFC 
 
30 X für β-Actin  
25 X  
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3.2.1.4  Sequenzierung 
 
Mit der Sequenzierung sollte überprüft werden, ob bei der PCR (siehe 3.2.1.3) Mutationen in 
den Amplifikaten entstanden sind bzw. die Klonierung wie geplant erfolgt war. Durchgeführt 
wurde die Analyse als Auftragsarbeit von dem IZKF Leipzig, Core Unit DNA-Technologien, 
Dr. Krohn. Dabei wurde 1 µg des entsprechenden Plasmids aus der Präparation von Plasmid 
DNA (siehe 3.2.2.8) verwendet. 
 
3.2.2  Klonierungstechniken 
 
3.2.2.1  Restriktionsverdau 
 
Restriktionsendonukleasen sind in der Lage, einen DNA-Strang im Bereich spezifischer 
Sequenzen zu spalten. So können aus Plasmiden DNA-Fragmente herausgeschnitten und 
damit ebenso wie PCR-Produkte mit spezifischen Schnittstellen am 5´- und 3´-Ende für die 
Ligation vorbereitet werden. In dieser Arbeit wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRI und 
HindIII gearbeitet. Für die Reaktionen wurde ein 10X konzentrierter Puffer für EcoRI 
(NEBuffer), der nach Herstellerangaben für beide Enzyme geeignet ist und damit einen Dop-
pelverdau zulässt, verwendet. Dem Reaktionsansatz wurden die  Restriktionsenzyme          
(1 U/µg DNA und Schnittstelle) in einem 10fachen Überschuss zugegeben (10 U/µg DNA 
und Schnittstelle). Analytische Reaktionsansätze hatten ein Volumen von 10 µl, präparative 
bis zu 80 µl Gesamtvolumen. Der Verdau erfolgte bei dem Temperaturoptimum beider 
Enzyme von 37°C über eine Zeit von 2 h in einem Thermocycler. Nach der Inaktivierung der 
Enzyme bei 65°C für 20 min wurde ein Aliquot des Restriktionsansatzes mittels 
Gelelektrophorese analysiert (siehe 3.2.2.2).  
 
3.2.2.2  Auftrennung von DNA in Agarose-Gelen 
 
Da Nukleinsäuren bei einem pH von 7,0 negativ geladen sind, wandern sie in einem 
Agarose-Gel bei Anlegung einer elektrischen Spannung in Richtung der Anode. Dabei erfolgt 
eine Auftrennung entsprechend dem Molekulargewicht und der Konformation der DNA, 
wobei kleine Fragmente im Vergleich zu hochmolekularen die Gitterstruktur des Agarose-
Gels schneller durchlaufen können. Die DNA-Fragmente können mit Hilfe des interkalieren-
den Farbstoffes Ethidiumbromid (EtBr) im UV-Licht als Banden sichtbar gemacht werden. Je 
nach Größe der DNA-Fragmente wurden 0,7 - 2,0%ige Agarose-Gele verwendet. 
Für das Gießen des Gels wurde die entsprechende Menge an Agarose (0,7 - 2,0% w/v) in 
0,5X TBE-Puffer unter Zusatz von 100 ng/ml EtBr durch Erhitzen verflüssigt und nach 
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Abkühlen auf ca. 60°C zügig und blasenfrei in einen Gelträger gegossen. Das Gel war nach 
45-60 min bei Raumtemperatur erstarrt. Nach Überschichten mit 0,5X TBE-Puffer unter 
Zusatz von 100 ng/ml EtBr wurden 5 µl der DNA-Probe mit 1 µl 6X DNA-Ladepuffer versetzt 
und in die vorbereiteten Taschen aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 5 V/cm 
Laufstrecke für 30 min und die DNA-Fragmente wurden anschließend auf dem 
Transilluminator (312 nm) visualisiert. Durch den Vergleich mit einem Molekulargewichts-
marker (DNA Sizer III, Hyper Ladder I) wurde die Größe der Fragmente bestimmt. 
Bei der präparativen Gelelektrophorese wurden 2 Geltaschen verbunden, eine Menge von 
20 µl der DNA-Probe aufgetragen und die gesuchte DNA-Bande auf dem Transilluminator 
unter reduzierter Intensität des UV-Lichts (70%) mit einem Skalpell ausgeschnitten. 
 
3.2.2.3  Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen 
 
Die Extraktion von DNA aus Agarose-Gelen dient der Isolierung gewünschter DNA-
Fragmente aus komplexen DNA-Gemischen. Dabei erfolgt in einem ersten Schritt die 
Auftrennung der Restriktionsfragmente (siehe 3.2.2.1) mittels der präparativen Agarose-Gel-
Elektrophorese (siehe 3.2.2.2). Bei der folgenden Extraktion des gewünschten DNA-
Fragments wird nach dem QIAquick® Gel Extraction Protokoll. Nach der irreversiblen 
Auflösung der Agarose bei 50°C für 10 min unter Verwendung des entsprechenden Puffers 
QG (Qiagen) erfolgt die Adsorption der DNA an eine Silikat-Matrix (Qiagen). Diese Bindung 
kann nur bei einer hohen Konzentration eines chaotropen Salzes und einem pH-Wert von    
≤ 7,5 erfolgen. Die DNA wird nach den vorgeschriebenen Waschschritten mit 30 µl ddH2O 
eluiert. Der DNA Gehalt wurde anschließend über eine Bestimmung der OD260 (siehe 
3.2.2.4) errechnet bzw. nach einer Gelelektrophorese (siehe 3.2.2.2) anhand der Intensität 
der Banden im Vergleich zu Restriktionsfragmenten vergleichbarer Größe mit bekannter 
Konzentration abgeschätzt. 
 
3.2.2.4  Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
Die Konzentration der Nukleinsäuren kann photometrisch durch Messung der Extinktion 
(OD) bei 260 nm bestimmt werden. Auf der Grundlage, dass eine Extinktion von 1 bei 260 
nm einem RNA-Gehalt von 40 µg bzw. einem DNA-Gehalt von 50 µg entspricht, konnten die 
jeweiligen Konzentrationen errechnet werden. Außerdem wurde der Quotient OD260/280, der 
ein Maß für die Verunreinigung der Probe mit Proteinen darstellt und zwischen 1,7 und 2 
liegen sollte, bestimmt. 
 
 
  Material und Methoden 
   
   
 28
3.2.2.5  Ligation 
 
Bei der Ligation wird ein DNA-Fragment mit definierten 5´- und 3´- Enden in einen Vektor mit 
komplementären Schnittstellen mittels T4 DNA Ligase integriert. Das Verhältnis des zu 
insertierenden DNA-Fragments zu der Vektor-DNA wurde auf ein molares Verhältnis von 3:1 
(Mol/Mol) eingestellt. Von der Vektor-DNA wurden jeweils 10 ng eingesetzt und die 
entsprechende Menge des DNA-Fragments musste jeweils berechnet werden. In einem 20 
µl Ansatz wurde das DNA-Gemisch mit 2 µl eines 10X konzentrierten Puffers für die T4 DNA 
Ligase (NEB) und 1µl T4 DNA Ligase (400 U/µl, NEB) unter Zugabe der fehlenden Menge an 
ddH2O vermischt und 10 h bei 16°C in einem Thermocycler inkubiert. 
 
3.2.2.6  Herstellung kompetenter Bakterien 
 
Für eine Vorkultur werden 20 ml LB-Medium mit 200 µl E. coli XL1-Blue angeimpft und bei 
37°C über Nacht auf einem Schüttler angezüchtet. Mit 1 ml der Vorkultur wurden 100 ml LB-
Medium angeimpft, die Bakterien bis zu einer OD600  ~ 0,5 - 0,8 vermehrt und anschließend 
auf Eis abgekühlt. Nach Zentrifugation bei 1500g und 4°C für 10 min (Kühlzentrifuge 5403) 
wurde das Pellet mit 10 ml TSS gelöst und nach Portionierung (200 µl) bei – 70°C 
eingefroren. 
 
3.2.2.7  Transformation von kompetenten E. coli-Zellen 
 
Bei der Transformation werden Plasmide von kompetenten Bakterien aufgenommen. Dabei 
wird die Kanamycinresistenz des verwendeten Vektors pET-41 auf die Zellen übertragen. 
Dadurch ist eine spätere Selektion in kanamycinhaltigen Nährmedien möglich, da ein 
Wachstum untransformierter Zellen ausgeschlossen ist. Für die Transformation eines 
Ligationsansatzes wurde ein Aliquot (200 µl) kompetenter E. coli XL1-Blue- bzw. ein Aliquot 
(20 µl) kompetenter E. coli  Rosetta-Zellen auf Eis aufgetaut. 
Nach der Zugabe von 10 µl des Ligationsansatzes wurden die E. coli XL1-Blue Zellen 
vorsichtig gemischt. Dieser Ansatz wurde 30 min auf Eis inkubiert, anschließend für 45 sec in 
einem Wasserbad auf 42°C erhitzt (heat shock) und umgehend für 3 min auf Eis abgekühlt. 
Der Bakteriensuspension wurden 800 µl LB-Medium zugesetzt.  
Zur Expression des Fremdproteins wurden E. coli Rosetta Zellen mit 100 ng der Plasmid-
DNA (siehe 3.2.2.8) vorsichtig gemischt und für 5 min auf Eis inkubiert. Nach dem heat 
shock bei 42°C für 30 sec und Abkühlen für 2 min auf Eis wurde dem Ansatz 80 µl SOC-
Medium (Novagen) zugesetzt.  
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Die Ansätze wurden für 1 h bei 37°C und 200 rpm im Warmluftinkubator bebrütet und 50 – 
200 µl (E. coli XL1-Blue) bzw. 25 - 50 µl (E. coli Rosetta) der Bakteriensuspension auf 
Selektionsplatten (LB-Agar mit 30 µg/ml Kanamycin) ausplattiert. Nach einer Inkubation über 
Nacht in einem Brutschrank bei 37°C wurden die einzelnen Klone in 4 ml LB-Medium unter 
Zusatz von 30 µg/ml Kanamycin angezüchtet. Von den transformierten E. coli XL1-Blue 
Zellen wurde die Plasmid-DNA isoliert (siehe 3.2.2.8) und von den transformierten E. coli 
Rosetta Zellen wurden zur Konservierung Kryokulturen (siehe 3.2.2.9) hergestellt. 
 
3.2.2.8  Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterien 
 
Für die Präparation der Plasmid-DNA wurde das QIAprep®Spin Miniprep Kit (Qiagen) 
verwendet. Von Übernachtkulturen von transformierten E. coli XL1-Blue-Zellen (siehe 
3.2.2.7) wurden 3 ml bei 4000 g, 4°C für 5 min (Kühlzentrifuge 5403) zentrifugiert und das 
Bakterien-Pellet nach dem QIAprep® Miniprep Handbook aufgereinigt. Hierbei werden die 
Bakterien unter basischen Bedingungen in einem NaOH/SDS-Puffer lysiert und nach 
umgehender Neutralisation genomische DNA, Proteine und Membranbestandteile 
präzipitiert. Die Plasmid-DNA wurde an eine Siliziumdioxid-Matrix adsorbiert und nach 
intensivem Waschen nach Herstellerangaben (750 µl Puffer PE, Qiagen) mit 30 µl dd H2O 
eluiert. Nach einer anschließenden DNA-Gehaltsbestimmung (siehe 3.2.2.4) wurde die 
Plasmid-DNA über einen Restriktionsverdau (siehe 3.2.2.1) und eine PCR (siehe 3.2.1.3) 
analysiert. Klone, die das gewünschte Insert trugen, wurden anschließend sequenziert (siehe 
3.2.1.4). 
 
3.2.2.9  Kryokonservierung 
 
Es wurde eine Übernachtkultur von transformierten E. coli Rosetta-Zellen in 100 ml LB-
Medium unter Zusatz von 30 µg/ml Kanamycin in einem Warmluftinkubator bei 37°C und 200 
rpm hergestellt. Jeweils 200 µl dieser Bakteriensuspension wurden mit 200 µl Glycerin (87%) 
gut vermischt und unverzüglich bei – 70°C eingefroren. 
 
3.2.3  Proteinchemische Methoden 
 
3.2.3.1  Überexpression rekombinanter Proteine in E. coli 
 
Die Expression von Fusionsproteinen in E. coli Rosetta Zellen, die mit einem 
Expressionsvektor transformiert waren, wurde durch die Zugabe von IPTG induziert. Eine 
Übernachtkultur eines Plasmid-Klons mit dem zu exprimierenden Proteinfragment wurde im 
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Verhältnis 1:100 mit frischem 2YT-Medium unter Zusatz von 30 µg/ml Kanamycin verdünnt 
und bei 37°C und 200 rpm auf einem Warmluftinkubator inkubiert. Die Expression des 
gewünschten Fusionsproteins wurde bei einer OD600 von 0,8 (~ 2 ½ h) durch Zugabe von 0,4 
mM IPTG induziert und je nach verwendetem Plasmid-Klon nach 1-2 h durch Zentrifugation 
in 50 ml Falcon-Röhrchen (4000g, 4°C, 10 min mit Kühlzentrifuge 5403) gestoppt. Das 
Bakterienpellet wurde mit eiskalter PBS gewaschen, gepoolt und das Gewicht über einen 
Vergleich mit einem leeren 50 ml Falcon-Röhrchen bestimmt. Die Bakterien wurden durch 
Zugabe von 10 ml einer Lysozymlösung [2 mg/ml Tris-HCl (pH 8,0)] je Gramm 
Bakterienpellet bei Raumtemperatur für 1 h lysiert. Um die genomische DNA abzubauen und 
damit die Viskosität des Lysats zu verringern, wurde diesem zu Beginn der Lyse Benzonase® 
Nuclease (250 U/g Bakterienpellet) zugegeben.  
Nach Zentrifugation des Lysats (4000g, 4°C, 10 min mit Kühlzentrifuge 5403), befanden sich 
im Überstand die wasserlöslichen Proteine (wasserlösliche Fraktion). Um die verbliebenen 
Proteine im Pellet abzutrennen, wurde dieses mit 0,5% Triton X-100 in 1X Binding Buffer 
(siehe 3.2.3.2) gewaschen und anschließend erneut zentrifugiert (4000g, 4°C, 30 min mit 
Kühlzentrifuge 5403, nicht wasserlösliche Fraktion). Bei der Überexpression eukaryotischer 
Proteine in Bakterien kommt es häufiger zur Bildung so genannter unlöslicher ´Inclusion 
Bodies´, die sich intrazellulär ablagern und nur durch denaturierende Verbindungen (z. B. 
Guanidinium) wieder gelöst werden können. Um im verbliebenen Pellet eventuell 
vorhandene ´Inclusion Bodies´ nachzuweisen, wurde dieses in 6 M Guanidinium (in 1X 
Binding Buffer, siehe 3.2.3.2) aufgenommen (Fraktion mit Inclusion bodies). Für jedes 
Fusionsprotein musste ermittelt werden, in welcher der oben genannten Fraktionen es 
vorliegt. Dafür wurden von den einzelnen Fraktionen Aliquots mittels SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE; siehe 3.2.3.3) analysiert. Zur Ermittlung der optimalen 
Expressionszeit, bei der noch eine Steigerung der Expressionsrate zu erkennen war, wurden 
zu bestimmten Zeitpunkten Proben von der induzierten Kultur (0,5 h, 1 h, 2h, 3 h, 4 h)  und 
einer uninduzierten Kontrolle (0,5 h, 2 h, 4 h) genommen und ebenfalls über eine SDS-PAGE 
(siehe 3.2.3.3) analysiert.  
Für die Produktion größerer Proteinmengen wurden 1-1,5 l mit 30 µg/ml Kanamycin 
versetztem 2YT-Medium mit dem entsprechendem Bakterienklon angeimpft, nach 2 ½ h die 
Expression induziert und die entsprechende Fraktion (s. o.), in der sich das jeweilige 
Fusionsprotein (siehe 4.1.3) befand, aufgereinigt (siehe 3.2.3.2).  
 
3.2.3.2  Affinitätsreinigung rekombinanter (His)6-Fusionsproteine 
 
Fusionsproteine, die mehrere Histidine in Folge aufweisen (His6 -Tag), können mit an einer 
Matrix immobilisierten Metallionen (Ni-NTA-Gruppen) interagieren (siehe Abb. 5) und somit 
  Material und Methoden 
   
   
 31
effizient gebunden werden (> 90%; HOCHULI et al. 1988). Diese reversiblen Bindungen 
können durch Zugabe variabler Imidazolkonzentrationen (abhängig vom Peptid zwischen 20 
und 350 mM; HEFTI et al. 2001) wieder gelöst werden. In dieser Arbeit wurde als Ni-NTA-
Matrix ein Harz der Firma Novagen (His•Bind® Resin) mit den entsprechenden Säulen 
(His•Bind® Column) verwendet.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5: Schematische Darstellung der Bindung der Histidine eines His-Tags an die Ni2+-NTA-Matrix  
 
Vor der Aufreinigung des Proteins musste die Säule mit NiSO4 aktiviert (1X Ladepuffer: 50 
mM NiSO4) und durch Waschen mit 1X Binding Puffer (0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, 5 mM 
Imidazol, pH 7.9 mit 1 M NaOH eingestellt) äquilibriert werden. Die jeweiligen 
Proteinfraktionen (siehe 3.2.3.1) wurden nach Zentrifugation (4000g, 4°C, 15 min mit 
Kühlzentrifuge 5403) und anschließender Entfernung letzter unlöslicher Bestandteile mittels 
eines Spritzenvorsatzfilters (0,45 µm Porengröße) auf die Säule gegeben. In einem ersten 
Schritt wurde die Säule mit 10 Säulenvolumen 1X Bindungspuffer und danach mit 5 
Säulenvolumen 1X Waschpuffer (0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, 60 mM Imidazol, pH 7.9 
eingestellt mit 1 M NaOH) gewaschen. Da die für die Elution benötigte Imidazolkonzentration 
von Protein zu Protein variiert, wurde diese in Vorversuchen ermittelt. Dabei konnte durch 
Testung verschiedener Konzentrationen (50 - 500 mM) ein optimaler Wert von 300 mM 
Imidazol im Elutionspuffer (0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, 300 mM Imidazol, pH 7.9 eingestellt 
mit 1 M NaOH) für alle hier verwendeten Fusionsproteine ermittelt werden. Die eigentliche 
Elution erfolgte mit 4 Säulenvolumen Elutionspuffer. Das Eluat wurde nach Analyse über 
eine SDS-PAGE (siehe 3.2.3.3) auf Proteingehalt und Verunreinigungen überprüft und 
anschließend bis zur weiteren Verwendung bei 4°C aufbewahrt.  
Um die Säule mehrmals zu verwenden, musste sie nach jeder Aufreinigung regeneriert 
werden. Hierzu wurde die Säule mit 3 Säulenvolumen 1X Regenerationspuffer (0,5  M NaCl, 
100 mM EDTA, 20 mM Tris-HCl, pH 7.9 mit HCl eingestellt) gewaschen. Die Ni2+-Ionen 
werden dabei zusammen mit noch gebundenen Proteinen durch EDTA von der Säule 
Fusionsprotein Ni2+-NTA-Matrix 
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gewaschen. Um bakterielle Kontaminationen zu verhindern, wird die Säule in diesem Puffer 
aufbewahrt und vor ihrer erneuten Verwendung mit dest. H2O ausgiebig gewaschen und neu 
aktiviert (s. o.).  
 
3.2.3.3  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
Die SDS-PAGE unter denaturierenden Bedingungen nach LAEMMLI (1970) beruht auf der 
Auftrennung von Proteinen aufgrund ihrer Größe im elektrischen Feld. Es wurden Minigele 
(Plattengröße: 83 x 101 mm, Geldicke 1 mm) mit einem Acrylamidgehalt im Trenngel von 
10%, 12% und 16% eingesetzt. Das Sammelgel enthielt jeweils 3,9% Acrylamid.  
Zur Herstellung der Trenngele wurden die in der folgenden Aufstellung aufgeführten 
Lösungen gemischt, das Gel gegossen und, um eine gleichmäßige Polymerisation und eine 
exakte Grenzschicht zu gewährleisten, mit dest. H2O überschichtet. Nach ca. 45 min war die 
Polymerisation abgeschlossen. Nach Dekantieren des dest. H2O wurden die Lösungen für 
das Sammelgel (siehe folgende Aufstellung) gemischt und auf das Trenngel gegeben. Ein 
Kamm (10 Zähne) wurde eingesetzt und nach 45 min Polymerisation konnte das Gel für die 
Elektrophorese verwendet werden. 
 
Trenngel   7,5%   10%   12%      Sammelgel  3,9% 
Trenngelpuffer  2,50 ml  2,50 ml  2,50 ml     Sammelgelpuffer  1,25 ml 
Aqua bidest.   2,94 ml 2,44 ml  2,04 ml     Aqua bidest  3,05 ml 
Acrylamidlösung  1,5 ml   2,0 ml   2,4 ml       Acrylamidlösung  0,67 ml 
APS 20%  50 µl   50 µl   50 µl       APS 20%  30 µl 
TEMED   5 µl   5 µl   5 µl      TEMED   5 µl 
 
Trenngelpuffer (pH 8.8):   1,5 M Tris, 0,4% SDS 
Sammelgelpuffer (pH 6.8):   0,5 M Tris, 0,4% SDS 
Acrylamidlösung:    30% Acrylamid, 0,8% N,N’-Methylenbisacrylamid 
 
Die jeweiligen Proteinfraktionen wurden im Verhältnis 1:1 mit 2X LSB vermischt und für 5 
min bei 95°C im Wasserbad denaturiert. Nach Zentrifugation (11750 rpm, 1 min bei 
Raumtemperatur, Tischzentrifuge 5415 C) wurden Aliquots von 5-10 µl (entspricht ca. 50 µg 
Protein) auf das Gel aufgetragen. Als Referenz dienende Molekulargewichtsstandards 
(Sigmamarker Wide Range, peq Gold Protein Marker II, peq Gold Protein Marker IV 
prestained) wurden in den Außentaschen aufgetragen.  
Für die Analyse der Membranproteine wurde bei dem LSB auf die Zugabe von β-Mercapto-
ethanol (modifizierter LSB) und die Denaturierung bei 95°C verzichtet, da ansonsten eine 
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Aggregation der hydrophoben Proteine beobachtet wurde. Nach Präparation der 
Membranproteine (siehe 3.2.3.7) wurden sie mit dem modifiziertem 1X LSB resuspendiert 
(45 min bei 4°C auf einen Taumelschüttler), der Proteingehalt mittels BCA-Proteinassay 
bestimmt (siehe 3.2.3.8) und 5 – 50 µg je Spur auf das Gel aufgetragen.  
Für den Nachweis der Spezifität der gewonnenen Antiseren im Western Blot (siehe 3.2.3.4) 
diente eine stabil mit dem rRFC1 transfizierte MDCK-Zelllinie (MDCK-rRFC1-HA), wobei 
dem rRFC1 zusätzlich am C-terminus noch ein HA-Tag angefügt wurde (siehe 4.2.2; 
KNEUER et al. 2004). Dazu wurde ein Zellpellet mit ~ 15 x 106 Zellen (siehe 3.2.5) nach 
zweimaligem Waschen mit jeweils 10 ml eiskalter PBS direkt mit 5 ml modifiziertem 1X LSB 
lysiert. Da das Lysat eine hohe Viskosität besaß, wurde die DNA durch zehnmaliges 
Aufziehen durch eine Kanüle (Durchmesser 0,5 mm) in eine 5 ml Spritze geschert und dann 
jeweils 5 µl je Spur aufgetragen. 
Die Proteine wurden in einer vertikalen Elektrophorese-Kammer unter Verwendung eines 
einheitlichen Laufpuffers (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS (w/v), pH 8,3 mit NaOH 
eingestellt) bei einer konstanten Spannung von 15 V/cm Laufstrecke über 90 min 
aufgetrennt. 
Die anschließende Proteinfärbung erfolgte durch Inkubation des Gels für 45 min bei 
konstanter Bewegung (Taumelschüttler) und bei Raumtemperatur in Coomassie-Blau-
Färbelösung (0,1 % (w/v) Coomassie Blau R-250, 10 % (v/v) Essigsäure, 45 % (v/v) 
Methanol, 45% (v/v) dest. H2O). Anschließend wurde solange mit einer Lösung bestehend 
aus 10 % (v/v) Essigsäure, 30 % (v/v) Methanol, 60% (v/v) dest. H2O entfärbt, bis die 
gewünschte Intensität erreicht war.  
 
3.2.3.4  Nachweis von Proteinen im Western Blot 
 
Nach der SDS-PAGE wurden aufgetrennte Proteine über einen Semidry-Transfer aus dem 
Gel eluiert und auf PVDF-Membranen immobilisiert, um sie immunologischen Analysen 
zugänglich zu machen (Western Blotting). Nach Benetzung der PVDF-Membran für 10 sec 
mit absolutem Methanol wurde diese zusammen mit dem Blottingpapier für 30 min in 
Transferpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,04% (w/v) SDS, 20% (v/v) Methanol in dest. 
H2O) äquilibriert. Das „Transfer-Sandwich“ (Anode, 6 Blottingpapiere, PVDF-Membran, 
Polyacrylamidgel, 6 Blottingpapiere, Kathode) wurde nach gleichmäßiger Befeuchtung der 
Elektroden mit Transferpuffer zusammengesetzt. Der Transfer erfolgte für 105 min bei 
Raumtemperatur und einer konstanten Stromstärke von 0,8 mA  / cm2 Membranfläche.  
Membranstellen, die nicht mit Proteinen gesättigt waren, wurden über Nacht bei 4°C mit 
einer Blockierlösung (3 % BSA in TBST) geblockt, um eine spätere unspezifische Bindung 
der Antikörper zu verhindern. Der Primärantikörper wurde in der jeweiligen Konzentration 
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(siehe 4.2.2 bzw. 1:2000 His•Tag Monoclonal Antibody) in der Blockierlösung verdünnt und 
die Blotting-Membran für 60 min bei Raumtemperatur mit 4 ml dieser Lösung inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen in 50 ml TBST für jeweils 10 min bei Raumtemperatur wurde die 
Blotting-Membran ebenfalls für 60 min bei Raumtemperatur mit 4 ml des verdünnten AP-
konjugierten Sekundärantikörpers (1:2000 in Blockierlösung) inkubiert. Die Membran wurde 
intensiv dreimal für jeweils 20 min in 50 ml TBST gewaschen und vor der Entwicklung 
gründlich mit Leitungswasser gespült. Die Nachweisreaktion erfolgte mit dem Western Blue® 
Stabilized Substrate for AP nach Vorschrift des Herstellers unter Lichtabschluss für 15 - 30 
min bei Raumtemperatur. Die Reaktion wurde mit Leitungswasser gestoppt und die 
Membran getrocknet. 
 
3.2.3.5  Dialyse von Proteinlösungen 
 
Durch die Dialyse sollen die aufgereinigten Proteine in einen adäquaten Puffer für die 
Abspaltung des rRFC1-spezifischen Peptids (siehe 3.2.3.6) überführt werden. Um durch die 
Herstellung bedingte Verunreinigungen mit Metallen und Sulfiden zu entfernen, wurden die 
Dialyseschläuche aus Zellulosemembran für 3 - 4 h bei 60°C in  einer Lösung bestehend aus 
2% NaHCO3 und 1 mM EDTA gewaschen und anschließend gründlich mit dest. H2O gespült, 
30 min darin belassen und bis zur Verwendung in 1 mM EDTA in H2O bei 4°C aufbewahrt. 
Die isolierten Proteine wurden in die gründlich mit dest. H2O gespülten Dialyseschläuche 
gegeben, verschlossen und mit einem 50fachen Überschuss des Dialysepuffers (200 mM 
NaCl, 200 mM Imidazol, 20 mM Tris-HCl, pH 8,0 mit 1 M NaOH eingestellt) versetzt. Die 
Dialyse erfolgte bei 4°C auf einem Magnetrührer, wobei nach 6 h, 18 h und 24 h der Puffer 
gewechselt wurde. 
 
3.2.3.6  Abspaltung und Isolierung der rRFC1-spezifischen Peptide  
 
Der Vektor pET-41 codiert für eine Enterokinase-Schnittstelle (Asp Asp Asp Asp Lys ) in dem 
Fusionsprotein (siehe Abb. 6). Bei einem Verdau des jeweiligen Fusionproteins mit der 
Enterokinase wird das rRFC1-spezifische Peptid (RSP) vom Fusionsteil (GST-Tag) 
abgespalten. Dadurch liegt bei einer Immunisierung nach einer entsprechenden Aufreinigung 
(s.u.) das reine Antigen vor. 
Als optimale Bedingungen für den Verdau in dem Dialysepuffer (siehe 3.2.3.5) konnte bei 
einer Konzentration der Enterokinase von 30 µg/mg Fusionsprotein (laut Hersteller) bei 
Raumtemperatur eine Inkubationszeit von 6 h ermittelt werden. Die Konzentration des 
eingesetzten Fusionsproteins wurde aus einer SDS-PAGE abgeschätzt, da bei den hohen 
  Material und Methoden 
   
   
 35
Imidazolkonzentrationen keine Proteinbestimmungen mit den zugänglichen Methoden 
(Proteinbestimmung nach Lowry, BCA Protein Assay) möglich waren.  
 
 
 
 
 
 
    
Abb. 6: Schematische Darstellung des Fusionsproteins mit eingefügtem rRFC1-spezifischem Peptid (RSP); 
Enterokinase teilt das Protein in einen Fusionsteil (GST-Tag) und ein rRFC1-spezifisches Peptid 
 
Für einen Reaktionsansatz wurden jeweils 10 ml der isolierten Proteine in dem Dialysepuffer 
mit der entsprechenden Menge an Enterokinase (30 µg/mg) versetzt, 6 h bei 
Raumtemperatur inkubiert und nach Ablauf dieser Zeit die Reaktion umgehend gestoppt. 
Hierzu wurde eine Ultrafiltration des Ansatzes durchgeführt. Gleichzeitig sollten zur 
Gewinnung des reinen Antigens die rRFC1-spezifischen Peptide (< 11 kDa) von dem 
abgespalteten Fusionsteil (31,4 kDa) und der Enterokinase (57 kD leichte Kette, 85 kD 
schwere Kette) isoliert werden (siehe 4.1.3, Tab. 3). Verwendet wurden die Einwegkonzen-
tratoren Centriplus YM-50, die in dem Bereich zwischen 10 und 30 kDa trennen und mit 15 
ml Probenvolumen beladen werden können. Die Filtration erfolgte bei 3000g und 21°C für 1 
½ h (Kühlzentrifuge 5403). Das Filtrat wurde noch durch eine zweite Ultrafiltration mit den 
Einwegkonzentratoren Centriplus YM-3 bei 3000g und 21°C für ~ 2 h (Kühlzentrifuge 5403) 
auf ein Zehntel des ursprünglichen Volumens aufkonzentriert. Das Konzentrat wurde bis zu 
der Immunisierung bei 4°C gelagert. 
 
3.2.3.7  Präparation von Membranproteinen  
 
Ziel einer Membranpräparation ist es, nur die Zellmembranproteine bzw. solche, die mit der 
Zellmembran assoziiert sind, aus einer Gewebeprobe anzureichern. Von den gefrorenen 
Geweben (-70°C) einer männlichen Sprague Dawley Ratte wurden jeweils ~ 200 mg 
eingewogen, in 4 ml eiskaltem Homogenisationspuffer (5 mM Tris, 5 mM EDTA, Protease 
Inhibitor Cocktail (Sigma) 1:100) aufgenommen, mit einem Homogenisator (Ultra-Turrax, 3x5 
sec.) und über Ultraschall (Sonoplus, 3x5 sec.) homogenisiert. Die Abtrennung der Zellkerne 
und anderer Zellorganellen erfolgte bei 1000g und 4°C für 10 min (Kühlzentrifuge 5403). Zur 
Kontrolle einer erfolgreichen Membranabtrennung wurde das entstandene Pellet, bestehend 
aus den Zellkernen und –trümmern, für Kontrollzwecke aufbewahrt. Der Überstand wurde in 
Enterokinase 
N-terminus → C-terminus 
rRFC1-spezifisches Peptid (RSP) 
GST-Tag His-Tag His-Tag rRFC1 Peptid 
Fuisonsteil (GST-Tag) 
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Ultrazentrifugenröhrchen überführt und bei 50.000g und 4°C in der Ultrazentrifuge (Evolution 
RC Sorvall mit Festwinkelrotor SS-34) 30 min zentrifugiert. Das Pellet, welches die 
Membran- und membran-assoziierten Proteine enthält, wurde in den modifizierten 1X LSB 
für Membranproteine ohne β-Mercaptoethanol (siehe 3.2.3.3) resuspendiert und Aliquots (5 - 
50 µg) wurden nach Proteinbestimmung umgehend auf ein SDS-Gel (siehe 3.2.3.3) 
aufgetragen. Der Überstand mit den zytosolischen Proteinen wurde aufbewahrt, um die 
Reinheit der Membranpräparation überprüfen zu können. 
 
3.2.3.8  Messung der Proteinkonzentration  
 
Zur Ermittlung der Proteinkonzentration in der Membranpräparation wurde der BCA Protein 
Assay von Pierce verwendet. Die Durchführung erfolgte gemäß dem beigefügten Protokoll 
der Firma. 
 
3.2.4  Generierung rRFC1 spezifischer Antikörper  
 
3.2.4.1  Immunisierung von Kaninchen 
 
Für die Herstellung polyklonaler Antiseren wurden Kaninchen immunisiert. Um die 
Immunreaktionen auf die rRFC1-spezifischen Peptide bzw. die Fusionsproteine zu fördern, 
wurde das Immunsystem mit dem kompletten Freund´s Adjuvans bei der ersten 
Immunisierung und mit dem inkompletten Freund´s Adjuvans bei den weiteren Boosterungen 
stimuliert. Die Immunisierung erfolgte entweder mit dem rRFC1-spezifischen Peptid (siehe 
3.2.3.6) oder mit dem gesamten Fusionsprotein, wobei jeweils eine Proteinmenge von ~ 200 
- 500 µg (400 – 1000 µg/ml) je Immunisierung eingesetzt wurde. Aus der wässrigen 
Proteinlösung und dem öligen Adjuvans wurde eine Öl-in-Wasser-Emulsion im Verhältnis 1:1 
hergestellt, welche in 10 Einzeldosen subkutan nach folgendem Zeitplan (siehe Tab. 1) 
entlang der Rückenlinie der Tiere injiziert wurde. Vor Beginn der Immunisierung wurde aus 
der Ohrvene ~ 5 ml Blut entnommen, um nach Gerinnung und Zentrifugation (3000g, 10°C, 
15 min mit Kühlzentrifuge 5403) Präimmunseren der verschiedenen Tiere zu gewinnen. 
Von den geronnenen Blutproben der jeweiligen Blutentnahme (5 ml aus der Ohrvene, siehe 
Tab.1) wurde das Serum durch Zentrifugation (s.o.) gewonnen und an MDCK-rRFC1-HA 
Zellen in der Immunfluoreszenz (siehe 3.2.6) auf spezifische Antikörper getestet. Falls keine 
weitere Verstärkung des spezifischen Signals in der Immunfluoreszenz beobachtet werden 
konnte, wurden die Tiere am 66. Tag entblutet. Die Narkose erfolgte mit 25 mg Ketamin/kg 
KGW und 2,5 mg Xylazin/kg KGW als intravenöse Mischinjektion. Nach Gewinnung der 
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Antiseren analog zu den Blutproben wurden diese mit 10 mM NaN3 konserviert und bis zur 
Affinitätsreinigung (siehe 3.2.4.2)  bei 4°C gelagert. 
 
     Tab. 1: Zeitverlauf der Immunisierung 
Tag Art der Behandlung 
0 Immunisierung 
14 1. Boostern 
28 2. Boostern und Blutentnahme 
42 3. Boostern und Blutentnahme 
56 4. Boostern und Blutentnahme 
66 Entbluten 
 
 
3.2.4.2  Affinitätsreinigung spezifischer Antiseren  
 
Die gewonnenen Antiseren (siehe 3.2.4.1) enthielten neben den gewünschten spezifischen 
noch weitere Antikörper, welche unter anderem gegen bakterielle Verunreinigungen bzw. 
Fusionsfragmente wie dem (His)6-Tag gerichtet waren. Um möglichst reine Antiseren zu 
erhalten, mussten diese in einem mehrstufigen Verfahren aufgereinigt werden. In einem 
ersten Schritt wurden unerwünschte Antikörper durch eine Vorsäule entfernt und in einem 
zweiten die spezifischen Antikörper über eine spezifische Säule aufkonzentriert. Das Prinzip 
der Affinitätsreinigung von Antikörpern beruht zum einen auf der irreversiblen Kopplung von 
Proteinen, welche als Antigen dienen sollen, an die CNBr--aktivierte Agarose. Zum anderen 
wird das Antiserum über die Agarose gegeben und es kommt zur Bildung von Antigen- / 
Antikörperkomplexen und somit zu einer Extraktion der gewünschten Antikörper aus dem 
Serum. Diese Bindung wird bei einem pH ~ 2.0 wieder gelöst (s. u.).  
Für die Herstellung der Vorsäule wurde das Fusionsprotein ohne rRFC1-spezifische 
Sequenzen in E. coli Rosetta Zellen exprimiert und ein Gesamtlysat dieser Bakterien 
hergestellt (10 ml Kopplungspuffer (s. u.) mit 2% (w/v) SDS je Gramm Bakterienpellet). 
Anschließend wurde dieses Lysat nach Zentrifugation (4000g, 21°C, 30 min, Kühlzentrifuge 
5403) für die weiter unten beschriebene Kopplung an Agarose verwendet. Als 
Kopplungsprotein der spezifischen Säule wurde das entsprechende Fusionsprotein mit den 
jeweiligen RFC-Sequenzen verwendet.  Nach einer affinitätschromatographischen Reinigung 
über Ni-NTA-Säulen (siehe 3.2.3.2) wurde das Protein mittels Dialyse in den 
Kopplungspuffer (0,1 M NaHCO3, 0,5 M NaCl, pH 8,3-8,5 eingestellt mit 1 M NaOH) 
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ausgefällt. Durch Aufnahme in einer geringeren Menge Kopplungspuffer unter Zusatz von 15 
mM EDTA wurde das Fusionsprotein wieder gelöst, um eine Konzentration von 5 - 10 mg/ml 
zu erreichen.  
Die Kopplung erfolgte nach Angaben des Herstellers (Sigma), wobei je Säule 0,5 - 0,7 g 
CNBr- aktivierte Agarose eingesetzt wurde. Um bakterielle Kontaminationen zu vermeiden, 
erfolgte die Lagerung der Säulen bis zur weiteren Verwendung in einem speziellen 
Aufbewahrungspuffer (1,0 M NaCl, 15 mM NaN3) bei 4°C. 
Bei der eigentlichen Aufreinigung wurden in einem ersten Schritt 10 - 15 ml Antiserum über 
die mit PBS äquilibrierte Vorsäule gegeben und das Effluat aufgefangen. Die Säule wurde 
mit 5 Säulenvolumen PBS gewaschen. Anschließend wurde die Säule durch Elution der 
gebundenen Antikörper (Antikörper gegen Bakterien und reines Fusionsprotein ohne rRFC 
spezifische Sequenz; Elutionspuffer: 0,2 M Glycin pH 2,2 eingestellt mit HCl) und mittels 
viermaligen abwechselnden Waschens mit jeweils 5 Säulenvolumen Kopplungs- und 
Acetatpuffer (0,1 M Acetatpuffer pH 4 + 0,5 M NaCl) regeneriert. Das Eluat wurde wie unten 
beschrieben aufgefangen und es wurde in der Immunfluoreszenz (siehe 3.2.6) an MDCK-
rRFC1-HA Zellen überprüft, dass keine rRFC1-spezifischen Antikörper in diesem vorhanden 
waren. Die Vorreinigung wurde dreimal wiederholt. Nach der Entfernung unerwünschter 
Antikörper wurde das Antiserum zur Anreicherung der Antikörper auf die spezifische Säule 
gegeben. Nach dreimaligem Durchlauf des Antiserums wurde die Säule mit 5 
Säulenvolumen PBS und 10 Säulenvolumen PBS + 0,5 M NaCl intensiv gewaschen und die 
Antikörper mit 3 Säulenvolumen Elutionspuffer eluiert. Das Eluat wurde fraktioniert in 
Neutralisationspuffer (1 M Tris-HCl, pH 9 eingestellt mit HCl) im Verhältnis 8 : 1 aufgefangen 
und nach Zugabe von 10 mM NaN3 zur Vermeidung bakterieller Kontaminationen bei 4°C 
gelagert. Die Fraktionen wurden in der Immunfluoreszenz (siehe 3.2.6) und im Western Blot 
(siehe 3.2.3.4) an MDCK-rRFC1-HA Zellen (s. u., KNEUER et al. 2004) auf ihre Reaktivität 
und ihre Reinheit getestet.  
 
3.2.5  Zellkultur 
 
Für die Testung der gewonnenen Antiseren auf spezifische Antikörper wurde eine mit dem 
rRFC1 stabil transfizierte MDCK-Zelllinie (MDCK-rRFC1-HA, KNEUER et al. 2004) bei 37°C 
und unter wasserdampf-gesättigter Atmosphäre mit 5% CO2 in T75-Flaschen in Kultur 
gehalten. Bei Besiedlung von 90 - 100% des Flaschenbodens wurden die Zellen nach 
Trypsinierung mit 1 ml Trypsin und Waschen mit 10 ml PBS in 10 ml Medium aufgenommen 
und im Verhältnis 1:10 in neue Zellkulturflaschen (1 ml Zellsuspension + 9 ml Medium je 
Flasche) gesplittet. Als Medium wurde Earle´s MEM unter Zusatz von 10% fetalem Kälber 
Serum und 1X nicht essentiellen Aminosäuren (100X NEAA, PAA) verwendet. Zu 
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Kontrollzwecken (Negativkontrolle) wurden untransfizierte MDCK-Zellen unter gleichen 
Bedingungen in Kultur gehalten. 
Da für die Charakterisierung der Antiseren teilweise der Glykosylierungszustand des rRFC1-
Proteins bedeutsam war (siehe 4.2.2), wurde die posttranslationale Glykosylierung des 
Proteins durch Zugabe des Zellgiftes Tunicamycin verhindert. Hierzu wurden die MDCK-
rRFC1-HA Zellen 18 h vor dem Versuch mit 0,3 µg/ml Tunicamycin behandelt. 
 
3.2.6  Immunhistologie 
 
Mit der Immunhistologie lassen sich Peptide bzw. Proteine direkt in Zellen bzw. in 
Gewebeschnitten nachweisen. Die Präparate werden dabei mit einem unkonjugierten 
Primärantikörper inkubiert. Die Bindung dieses Antikörpers kann über Immunfluoreszenz 
oder über eine immunhistochemische Reaktion mittels Fluochrom- oder Immunoperoxidase-
gekoppelten Antikörpern sichtbar gemacht werden. 
 
3.2.6.1  Indirekte Immunfluoreszenz 
 
MDCK-rRFC1-HA Zellen wurden so auf sterilen Deckgläschen ausgesät (~ 40.000 je 
Deckgläschen), dass sie nach ~ 3 Tagen in Kultur (s. o.) einen Konfluenzgrad von 90 – 
100% erreicht hatten. Nach zweimaligem Waschen mit jeweils 1 ml PBS wurden die Zellen 
entweder mit 2% Paraformaldehyd (PFA) für 10 min bei Raumtemperatur oder mit 
vorgekühltem Aceton für 10 min bei - 20°C fixiert (1 ml je Deckgläschen). Die Aceton-
fixierten Zellen wurden für 10 min bei Raumtemperatur getrocknet und direkt für 60 min mit 
jeweils 1 ml 3%igem BSA in PBS geblockt. Die PFA-fixierten Zellen wurden, nachdem sie mit 
1 ml PBS gewaschen und in 50 mM NH4Cl (1 ml je Deckgläschen) für 10 min inkubiert 
worden sind, für 10 min mit 0,5 ml 0,1% Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Anschließend 
erfolgte ebenfalls eine Blockung unspezifischer Proteinbindungsstellen für 60 min in 3%igem 
BSA in PBS.  
Der Primärantikörper wurde in einem Verhältnis von 1:200 (ungereinigtes Antiserum, Anti-HA 
Antiserum) bzw. 1:500 (gereinigtes Antiserum) in 3%igem BSA in PBS verdünnt und jeweils 
200 µl über Nacht bei 4°C mit den vorher für 10 min auf Eis vorgekühlten Zellen inkubiert. 
Nach dreimaligem Waschen für 10 min in PBS erfolgte für 1 h bei Raumtemperatur die 
Inkubation mit dem FITC- bzw. R-PE-konjugierten Sekundärantikörper (1:200 in 3%igem 
BSA in PBS), dem zur Darstellung der Kerne DAPI im Verhältnis 1:2000 zugesetzt worden 
war. Die Zellen wurden nach dreimaligem Waschen mit PBS mit Fluor Save Reagent 
eingedeckt und 1 h bei Raumtemperatur getrocknet.  
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3.2.6.2  Immunhistochemische Untersuchung von Gewebeschnitten  
 
Einer männlichen Sprague Dawley Ratte (Alter: 8 Wochen, Gewicht: ~ 300 g) wurden 
ausgewählte Organe (siehe 4.3.3) entnommen, mit einem Skalpell zerteilt, in Tissue Tek 
eingebettet und bei - 70°C gelagert. Von diesen Präparaten wurden mit einem auf - 30°C 
gekühltem Kryotom 5 - 7 µm dicke Gefrierschnitte hergestellt. Die Schnitte wurden mit 
Objektträgern aufgefangen und bis zu ihrer Verwendung bei - 70°C gelagert.  
Die Fixierung der Gewebeschnitte erfolgte bei - 20°C in auf - 20°C vorgekühltem Aceton für 
10 min. Die Schnitte wurden für 10 min bei Raumtemperatur getrocknet und anschließend für 
15 min in PBS rehydriert. Um die Aktivität der endogenen Peroxidase zu eliminieren, wurden 
die Präparate für 10 min in gekühlter H2O2-Lösung (0,03% H2O2 in PBS) auf Eis inkubiert und 
für 10 min mit gekühlter PBS gewaschen. 
Alle weiteren Schritte wurden im Sequenza Slide Rack mit Coverplates® als 
Objektträgerhalter durchgeführt, wobei nur 150 µl der jeweils verwendeten Lösung benötigt 
wurden. Die Gewebeschnitte wurden für 60 min in 3%igem BSA in PBS bei Raumtemperatur 
geblockt und anschließend mit dem Primärantikörper in einer Verdünnung von 1:500 bis 
1:1000 in 3%igem BSA in PBS für 72 h bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit 
PBS für jeweils 10 min wurden die Schnitte mit einem HRP-konjugiertem Sekundärantikörper 
(1:250 in 3%igem BSA in PBS) über Nacht bei 4°C inkubiert und am nächsten Tag dreimal 
für 10 min in PBS gewaschen. Die Präparate wurden in einer DAB-Chromogenlösung (Liquid 
DAB+ Substrate Chromogen System, 120 µl je Objektträger, 1:50 in Chromogenpuffer) unter 
Sichtkontrolle bis zu 10 min inkubiert, bis die gewünschte Signalintensität, sichtbar durch 
braune Präzipitate, erreicht war. Die Reaktion wurde durch intensives Waschen mit PBS 
gestoppt und eine Hämalaun-Gegenfärbung vorgenommen. Dafür wurden die Schnitte für 30 
sec in einer 1X Papahämalaunlösung gefärbt und nach Waschen in Leitungswasser für 10 
min in dest. H2O gebläut. Anschließend wurden sie mit einem Eindeckmittel (Fluor Save 
Reagent) konserviert.  
 
 
 
 
  Ergebnisse 
   
   
 41
4  Ergebnisse 
 
4.1  Herstellung von rekombinanten Fusionsproteinen  
 
4.1.1  Bestimmung geeigneter antigener Sequenzen des rRFC1 und rRFC2 
 
Für die Generierung spezifischer Antiseren, die gegen Teilbereiche des rRFC1-Proteins 
gerichtet sind, wurden geeignete Peptidsequenzen so ausgewählt, dass sie neben einer 
hohen Antigenität jeweils die Bereiche einzelner intra- bzw. extrazellulärer Schleifen des 
Proteins umfassen, damit diese Antiseren auch für die Immunhistologie verwendet werden 
können. Die voraussichtliche Sekundärstruktur des rRFC1-Proteins wurde von HONSCHA et 
al. (2000) durch Computeranalysen ermittelt (Abb. 7 A). Anhand dieses Proteinmodells 
wurden für eine Immunisierung voraussichtlich in Frage kommende intra- bzw. extrazelluläre 
Sequenzabschnitte ausgewählt (Abb. 7 A). Dabei wurden intrazelluläre Sequenzabschnitte 
mit ID (inside domain) und extrazelluläre Sequenzabschnitte mit OD (outside domain) 
bezeichnet. Ein Abschnitt über mehrere intra- bzw. extrazelluläre Schleifen wurde mit TS 
(Teilstück) benannt, während der Sequenzabschnitt einer Schleife unter Einbeziehung der 
Transmembrandomänen mit TMD (Transmembrandomäne) angegeben wurde. 
Die Antigenität dieser  Teilsequenzen wurde über eine Bestimmung des Antigenic-Index 
nach JAMESON-WOLF  (Software Protean 5.06, DNAStar) überprüft. Bei der Analyse nach 
JAMESON und WOLF (1988) werden die Ergebnisse verschiedener Methoden zu 
Proteinstruktur-Vorhersagen in einem Wert, dem Antigenic Index zusammengefasst [Analyse 
der Hydrophilie nach KYTE und DOOLITTLE (1982), der Oberflächen-Wahrscheinlichkeit 
nach EMINI et al. (1985), der Flexibilität nach KARPLUS und SCHULTZ (1985) und der 
Vorhersage der Sekundärstruktur nach CHOU und FASMAN (1978) und GARNIER-
ROBSON (GARNIER et al. 1978); Abb. 7 B]. Bei dieser Analyse weisen positive Werte auf 
eine mögliche antigene Wirkung der ausgewählten Sequenzabschnitte hin. Die so 
eingegrenzten und für die Immunisierung in Frage kommenden Peptidsequenzen sind in 
Tab. 2 aufgeführt.  
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TMD  1       2        3         4         5        6       7        8        9      10       11      12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 7: Festlegung geeigneter antigener Sequenzen des rRFC1-Proteins (ID: inside domain, OD: outside domain,  
TS: Teilstück, TMD: Transmembrandomäne, AS: Aminosäure; ID1-ID7: intrazelluläre Loops, OD1-OD6: 
extrazelluläre Loops) 
A: Anhand des Strukturmodells des rRFC1-Proteins wurden geeignete Sequenzabschnitte für die Immunisierung 
ausgewählt. Schwarz hervorgehoben sind die geeigneten intra- bzw. extrazellulären Loops ID1, ID4, ID7, OD1 
und OD6. Um eine Unterscheidung von den oben genannten Loops zu ermöglichen, wurden für die außerdem 
ausgewählten TS1 und TMD6-7 die zusätzlichen AS grau hervorgehoben. 
B: Bei der Bestimmung des Antigenic-Index nach Jameson-Wolf (aus Software Protean 5.06, DNAStar) lassen 
positive Werte auf eine mögliche Antigenität des ausgewählten Sequenzabschnitts schließen. Die anhand des 
Strukturmodells ausgewählten Sequenzabschnitte (siehe A) zeigen einen deutlich positiven Antigenic Index und 
lassen somit eine hohe Antigenität vermuten.  
 
TS1 AS 1-95 TMD6-7 AS 181-291 OD6 AS 403-428 
A 
B 
OD1  
AS 40-73 
ID1  
AS 1-27 
ID4 
AS 200-268 
extrazellulär 
intrazellulär 
ID7 AS 445-512 
ID2  
ID3  
ID5
ID6  
OD2  OD3  
OD4  
OD5  
ID1 OD1 
TS1 
ID4
TMD6-7
OD6 ID7 
AS 
rRFC1 
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Tab. 2:  Für die Immunisierung ausgewählte Peptidsequenzen des rRFC1 (Nr. 1 – 7) und rRFC2 (Nr. 8) (ID inside 
domain, OD outside domain, TS Teilstück, TMD Transmembrandomäne, nt Nukleotid, ORF open reading frame) 
Nummer Name nt (ORF) AS Peptidsequenz
1 ID1 1-81 1-27 mvptgqvaekqaceeprqdrelkswrw 
2 
ID4 598-804 200-268 flkrpkrslffnrsalvqgalpceldqmhpgpgrpeprklermlgtcrdsflvrmlsel
vknvrqpqlr 
3 
ID7 1333-1536 445-512 ldglryyrrgrhqplaqaqalspledsvqaislqdgdlrrpqpsapqllpedgsved
gradlrveaka 
4 OD1 118-219 40-73 qlrpgesfitpyllernftkeqvtneiipmlpys 
5 OD6 1207-1284 403-428 lktsitlvvsdkrglglqvhqqfriy 
6 
TS1 1-285 1-95 mvptgqvaekqaceeprqdrelkswrwlvfylcffgfmaqlrpgesfitpyllernft
keqvtneiipmlpyshlavlvpiflltdylrykpvlv 
7 
TMD6-7 541-873 181-291 ymlncislgfilfslslslflkrpkrslffnrsalvqgalpceldqmhpgpgrpeprkler
mlgtcrdsflvrmlselvknvrqpqlrlwclwwvfnsagyylityyvhvl 
8 rRFC2 940-987 314-329 mhwralvgpswtpagr 
 
 
Zusätzlich zu den rRFC1 spezifischen Antiseren, sollte ein Antiserum gegen die 
Splicingvariante rRFC2 generiert werden, welche für ein Protein mit 329 AS und einem 
vorhergesagten Molekulargewicht von 38 kDa codiert (HONSCHA et al. 2000, KNEUER et 
al. 2005). Bei einem Vergleich der Aminosäuresequenz im ORF des rRFC1 mit dem rRFC2 
zeigt sich, dass die N-terminalen AS 1 – 313 der beiden Proteine identisch sind und lediglich 
die AS 314 – 329 vom rRFC1 abweichen (KNEUER et al. 2005; siehe Abb. 8). Somit kommt 
nur dieser Sequenzabschnitt von 16 AS (siehe Tab. 2) für eine Immunisierung in Frage, um 
ein vom rRFC1 abweichendes Antiserum zu generieren.  
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 8: Strukturmodell des rRFC2 (nach HONSCHA et al. 2000); Weiß dargestellt sind die AS 1 – 313, die mit 
dem rRFC1 identisch sind. Schwarz dargestellt sind die AS 314 – 329, die von der AS-Sequenz des rRFC1 
abweichen und somit für eine Immunisierung in Frage kommen. 
extrazellulär 
intrazellulär rRFC2 
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4.1.2  Klonierung der codierenden Sequenzen in einen bakteriellen  
  Expressionsvektor 
 
Für die Klonierung ist der Expressionsvektor pET-41a ausgewählt worden (Abb. 10), da 
dieser für ein Fusionsprotein mit einem selektiv abspaltbarem GST-Fusionsteil am N-
Terminus und je einem N- und C-terminalem (His)6-Tag codiert und somit mehrere 
Möglichkeiten einer Aufreinigung des Proteins bietet. Für die Klonierung wurden die 
ausgewählten Nukleotidsequenzen des rRFC1 und rRFC2, die für die in Tab. 2 aufgeführten 
Peptide codieren, mittels PCR (siehe 3.2.1.3) amplifiziert. Um die Amplifikate in den Vektor 
klonieren zu können, müssen sie zueinander komplementäre Restriktionsschnittstellen 
besitzen (siehe Abb. 10). In dieser Arbeit wurden die Schnittstellen der Enzyme EcoRI und 
HindIII ausgewählt, die durch Verwendung von Primern mit 5´-Überhängen, die für die 
entsprechende Schnittsequenz codieren (siehe 3.1.5), an die PCR-Produkte angefügt 
wurden.  
Bei der Amplifikation der spezifischen Sequenz für den OD6 kam es bei 58°C zu 
unspezifischen Bindungen der Primer. Dies konnte durch eine Erhöhung der Temperatur auf 
64°C verhindert werden und das Protokoll (siehe 3.2.1.3) wurde entsprechend modifiziert. 
Wie in Abb. 9 dargestellt, entsprechen die PCR-Amplifikate (bpi) den erwarteten Größen. 
 
                M           ID7            ID4       TMD6-7       ID1          TS1        OD1           OD6         rRFC2 
               +      -        +      -        +    -       +       -      +        -     +     -         +         -        +         - 
 
 
 
 
 
  
Abb. 9: Analytische Gelelektrophorese (1%iges Agarose-Gel) der PCR-Ansätze. Die jeweiligen erwarteten 
Produktgrößen sind: ID7: 204 bp, ID4: 207 bp, TMD6-7: 333 bp, ID1: 81 bp, TS1: 285 bp, OD1: 102 bp, OD6: 78 
bp, rRFC2: 48 bp; M: Marker DNA-Sizer III; (-) Negativkontrollen ohne Template-DNA 
 
Die gesuchten PCR-Produkte wurden über eine präparative Gelelektrophorese (siehe 
3.2.2.2) und einer nachfolgenden Gelextraktion (siehe 3.2.2.3) isoliert. Die 
Extraktionsprodukte wurden auf ihre Reinheit und Ausbeute mittels einer analytischen 
Gelelektrophorese kontrolliert und die erreichten Konzentrationen von 15 – 50 ng/µl wurden 
über eine Messung der OD260 (siehe 3.2.2.4) bestimmt. Nach Restriktionsverdau des Vektors 
und der PCR-Produkte mit EcoRI und HindIII (3.2.2.1), wurden die Amplifikate in den Vektor 
ligiert (siehe 3.2.2.5) (Abb. 10). 
 
1,5 kbp 
 
947 bp 
831 bp 
 
 
 
564 bp 
 
 
 
 
125 bp 
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Abb. 10: Klonierungsschema zur Erstellung eines Klons mit rRFC1 spezifischen Sequenzen  
 
Die Ligation erfolgte bei einem Verhältnis Vektor : Insert von 3:1 (mol/mol), da bei diesem 
Ansatz nach Vorversuchen (Verhältnis Vektor : Insert (mol/mol): 1:3, 1:1, 3:1, 5:1) die besten 
Resultate erzielt wurden. Die Erhaltung des ORF bei der Ligation wurde mit der Software 
MapDraw 5.06 (DNAStar) kontrolliert. 
EcoRI HindIII 
PCR-Produkt 
EcoRI / HindIII Verdau EcoRI / HindIII Verdau
Ligation 
PCR-Produkt
   H
indIII 
  E
coR
I 
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Zunächst wurde der Ligationsansatz in den E. coli Stamm XL-1 Blue transformiert (siehe 
3.2.2.7). Die jeweiligen Klone werden im Folgenden mit pET-X bezeichnet, wobei X für den 
Namen der entsprechenden Sequenz (siehe Tab. 2) steht (z.B. pET-ID1). Nach dem 
Ausplattieren auf Selektionsplatten und Inkubation über Nacht (siehe 3.2.2.7) waren 
zwischen 10 und 50 Kolonien gewachsen. Die gleichfalls durchgeführten Ligationskontrollen 
ohne Insert ergaben keine Kolonien. Von ausgewählten Kolonien wurde eine Plasmid-
Präparation (Minipräparation) durchgeführt (siehe 3.2.2.8). Die erfolgreiche Ligation und 
anschließende Transformation wurde über den Nachweis rRFC1-spezifischer Sequenzen 
mittels eines analytischen Verdaus (Eco RI/HindIII) sowie einer rRFC1-spezifischen PCR 
nachgewiesen. Abb. 11 zeigt exemplarisch einen analytischen Verdau des Plasmids pET-
ID7 an Klon 1 bis 3, welche das gewünschte Insert (204 bp) besaßen. 
 
 
 
 
 
 
 
Positive Klone wurden sequenziert (siehe 3.2.1.4), um über einen anschließenden Sequenz-
vergleich (Software MegAlign 5.06, DNAStar) mit der cDNA des rRFC1 eventuell während 
der PCR entstandene Mutationen bzw. eine Verschiebung des ORF´s auszuschließen. Von 
den korrekten Klonen wurde jeweils ein Klon für eine zweite Transformation in E. coli 
Rosetta-Zellen, einen protease-defizienten Bakterienstamm, der eine hohe Protein-
expression gewährleistet, verwendet. Außerdem erfolgte noch die Transformation des 
Vektors pET-41 ohne Insert in E. coli Rosetta-Zellen, da das Fusionsprotein (pET-41) zur 
Herstellung der Vorsäule für die affinitätschromatographische Aufreinigung der Antiseren 
(siehe 4.2.2) benötigt wurde. Nach der Transformation wurde von einzelnen 
Bakterienkolonien die Plasmid-DNA (siehe 3.2.2.8) gewonnen, diese über einen analytischen 
Verdau (siehe 3.2.2.1) kontrolliert und von ihnen zur Konservierung Kryokulturen hergestellt 
(siehe 3.2.2.9). Alle in Tab. 2 genannten Sequenzen für die einzelnen Proteinfragmente 
konnten auf diese Weise kloniert werden, wobei die jeweiligen Fusionsproteine folgende 
Bezeichnung erhielten:  
 
pET-ID1, pET-ID4, pET-ID7,  pET-OD1, pET-OD6, pET-TMD6-7, pET-TS1, pET-RFC2  
 
V      P     (-)    V     P     (-)    V     P     (-)   
 
    Klon 1             Klon 2             Klon 3 
Abb. 11: Gelelektrophorese (1%iges Agarose-Gel ) 
des analytischen Verdaus und der PCR der pET-ID7 
Klone 1 bis 3. Jeder Klon trägt das gewünschte 
Insert von 204 bp; der Bereich zwischen ~300 bp 
und 1,5 kbp ist nicht gezeigt; V: Verdau; P: PCR;  
(-): Negativkontrolle ohne Template-DNA;  
21 kbp 
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4.1.3  Bakterielle Expression rekombinanter (His)6-Fusionsproteine 
 
E. coli Rosetta-Zellen sind in der Lage, nach der Zugabe des Induktors IPTG das durch den 
Vektor pET-X codierte Fusionsprotein zu exprimieren. In Abb. 6 (siehe 3.2.3.6) ist der Aufbau 
des Fusionsproteins dargestellt. Mit dem GST- und den (His)6 -Tags ist eine Aufreinigung des 
Proteins möglich (siehe 4.1.4) und über die Enterokinase-Schnittstelle kann das rRFC1-
spezifische Peptid abgespalten werden (siehe 4.1.5).  
Von 7 hergestellten Klonen (siehe Tab. 3) und dem leeren Expressionsvektor pET-41 
wurden die Fusionsproteine exprimiert. Auf eine Expression des OD6 wurde verzichtet, da 
nach der Immunisierung mit Peptiden der Klone pET-ID1, pET-ID7, pET-OD1 bereits 3 
rRFC1-spezifische Antiseren vorhanden waren (siehe 4.2.2). Tabelle 3 zeigt die bei einer 
Expression erwarteten Molekulargewichte (MW) der vollständigen Fusionsproteine und der 
einzelnen Fragmente [Fusionsteil (GST-Tag) und jeweiliges rRFC1-spezifisches Peptid 
(RSP); siehe Abb. 6], die durch eine Behandlung mit Enterokinase freigesetzt werden (siehe 
4.1.5). Das erwartete MW des durch Enterokinase abgespaltenen Fragments aus dem 
Vektor pET-41 beträgt 4,0 kD. 
 
Tab. 3: Erwartete Molekulargewichte der Fusionsproteine und der einzelnen Fragmente (RSP inklusive                
C-terminalem His-Tag; GST-Tag inklusive N-terminalem His-Tag) 
 
 
Zunächst wurde für jedes Fusionsprotein der Zeitverlauf der Expression untersucht, um den 
optimalen Zeitpunkt der Aufarbeitung des gewünschten Proteins zu ermitteln. Die Proteine 
wurden über eine SDS-PAGE aufgetrennt und mit einer Coomassie-Blau Färbung nach-
gewiesen (siehe 3.2.3.3). Abb. 12 A zeigt diesen Zeitverlauf exemplarisch für pET-ID7. Dabei 
wurde für das Fusionsprotein pET-ID7 ein Molekulargewicht von 41,9 kD erwartet. In den mit 
IPTG induzierten Proben (siehe 3.2.3.1) ist in der Coomassie-Blau Färbung eines SDS-Gels 
(16 %) ein stark exprimiertes Protein mit einem apparenten MW von ~ 42 kD sichtbar, 
welches in der uninduzierten Kontrolle nicht vorhanden ist. Nach ~ 2 h Proteininduktion war 
keine weitere Steigerung der Expressionsrate mehr sichtbar. Die Identität des Proteins 
wurde in einem Western Blot über einen spezifischen Nachweis des (His)6 -Tag bestätigt 
(Abb. 12 B) (siehe 3.2.3.4). Dabei wurde als Primärantikörper ein gegen den His-Tag 
gerichtetes Antiserum (His•Tag Monoclonal Antibody) in einer Verdünnung von 1:2000 
eingesetzt. In der uninduzierten Kontrolle konnte kein positives Signal detektiert werden.  
 pET-ID1 pET-ID4 pET-ID7 pET-OD1 pET-TMD6-7 pET-TS1 pET-RFC2 pET-41
MW Gesamt  
(kD) 37,6 42,4 41,9 38,4 47,4 45,6 36,1 35,4 
MW GST-Tag  
(kD) 31,4 31,4 31,4 31,4 31,4 31,4 31,4 31,4 
MW RSP  
(kD) 6,2 11 10,5 7,0 16 14,2 4,7  
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Abb. 12: Zeitverlauf der Proteinexpression pET-ID7 und spezifischer Nachweis pET-ID7 im Western Blot;  
+ induzierte Proben, - uninduzierte Kontrolle, M1: Sigmamarker Wide Range; M2: peQ Gold Protein Marker IV 
A: Zeitverlauf der Proteinexpression von pET-ID7 nach IPTG-Induktion mittels Coomassie-Blau Färbung eines 
SDS-Gels (16 %). Gegenüber den nicht induzierten Kontrollen zeigt sich bei den induzierten Proben deutlich die 
Expression eines 42 kDa großen Proteins; B: Western Blot (SDS-Gel 16 %) mit His•Tag Monoclonal Antibody 
(1:2000). Spezifischer Nachweis eines Proteins mit einem apparenten MW von ~ 42 kD 
 
Für die Fusionsproteine pET-ID1, pET-ID4, pET-OD1, pET-RFC2 und der Kontrolle pET-41 
konnte jeweils bei Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Proteinexpression das 
Erscheinen einer spezifische Bande in einer dem pET-ID7 Protein vergleichbaren Stärke 
beobachtet werden. Für diese sechs Proteine wurde eine Induktionszeit mit IPTG von 2 h 
festgelegt, da nach dieser Zeit eine starke Steigerung der Hintergrundreaktivität zu erkennen 
war. Die Expression von pET-TS1 ergab geringere Ausbeuten, wobei aber auch bei diesem 
Protein 2 h als optimale Induktonszeit erschien. pET-TMD6-7 ließ sich im gewählten System 
nicht zur Expression bringen. Weder in der Coomassie-Blau Färbung noch im Western Blot 
mit einem Anti-His Antikörper konnte eine spezifische Proteinbande detektiert werden. Auch 
eine Änderung der Induktionsbedingungen (Temperatur auf 33°C bzw. 30°C gesenkt, IPTG-
Konzentration von 0,01-1 mM) führte nicht zu einer nachweisbaren Expression des Proteins. 
Durch einen Vergleich mit nicht induzierten Bakterien konnte ein Sistieren des Wachstums 
der Zellen direkt nach der Induktion der Expression beobachtet werden. 
Da für die affinitätschromatographische Aufreinigung der Fusionsproteine (siehe 4.1.4) diese 
in löslicher Form vorliegen müssen, wurde in einem nächsten Schritt die Löslichkeit des 
jeweils exprimierten Fusionsproteins bestimmt (siehe 3.2.3.1). Nach Lyse der Bakterien mit 
Lysozym (20 mg/g Bakterienpellet) und gleichzeitiger Behandlung mit DNase (250 U 
Benzonase Nuclease je Gramm Bakterienpellet) zum Abbau der genomischen DNA (siehe 
3.2.3.1), befanden sich nach anschließender Zentrifugation im Überstand die hydrophilen 
Proteine. Durch Waschen des Pellets mit 0,5% Triton X-100 und Zentrifugation werden in 
dem Überstand schlechter wasserlösliche Proteine abgetrennt. Eventuell vorhandene 
´Inclusion Bodies´ wurden mit 6 M Guanidinium denaturiert (siehe 3.2.3.1). In Abb. 13 A ist 
diese Aufbereitung anhand des pET-ID7 Proteins in einer Coomassie-Blau Färbung eines 
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SDS-Gels (16 %) dargestellt. Es ist deutlich zu erkennen, dass das Protein pET-ID7 
überwiegend in wasserlöslicher Form vorliegt und stark exprimiert wird. Das Fusionsprotein 
pET-41 lag ebenfalls überwiegend in wasserlöslicher Form vor, während die Fusionsproteine 
pET-ID1, pET-OD1, pET-TS1 und pET-RFC2 in der Waschfraktion mit Triton X-100 
nachgewiesen werden konnten. Abb. 13 B zeigt die Aufarbeitung beispielhaft für das pET-
OD1 Protein. Auch durch eine Veränderung der Induktionsbedingungen (Zeit 1 - 2 h, IPTG-
Konzentration 0,1 - 0,4 mM) konnte dieses Verhalten nicht beeinflusst werden. Aus der Abb. 
13 C ist zu entnehmen, dass pET-ID4 ebenfalls hydrophil ist. Jedoch sind noch zwei weitere 
Proteinbanden (~ 26 kD und ~ 32 kD), welche in uninduzierten Kontrollen nicht vorhanden 
waren, zu erkennen. Durch eine affinitätschromatographische Aufreinigung  sollte versucht 
werden, nur das reine Fusionsprotein pET-ID4 zu isolieren (siehe 3.2.3.2). 
Für die Herstellung einer größeren Proteinmenge (in 1 - 1,5 l 2YT-Medium) wurde die 
Expression für alle Proteine über eine Zeit von 2 h bei einer IPTG Konzentration von 0,4 mM 
induziert und für die affinitätschromatographische Aufreinigung (siehe 3.2.3.2) die jeweilige 
proteinhaltige Fraktion verwendet. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 13: Bestimmung der Löslichkeit der Fusionsproteine pET-ID7 (A), pET-OD1 (B), pET-ID4 (C) [Coomassie-
Blau Färbung eines SDS-Gels (16%)]; W: Wasserlöslich, T: Waschfraktion mit Triton, G: Waschfraktion mit 6 M 
Guanidinium, M: Sigmamarker Wide Range 
pET-ID7 stellt sich als wasserlösliches Protein (~ 42 kD) dar und das pET-OD1 Protein (~ 37 kD) ist in der 
Waschfraktion mit 0,5% Triton X-100 sichtbar.  Bei dem hydrophilem pET-ID4 Protein (~ 42 kD) sind noch zwei 
weitere Poteinbanden zu erkennen (~ 26 kD und ~ 32 kD) 
 
4.1.4  Isolation von (His)6-Fusionsproteinen mittels Affinitätschromatographie 
 
Da die nach Aufschluss der Bakterienpellets erhaltenen Proteinextrakte noch starke 
Verunreinigungen aufwiesen (siehe Abb. 13), wurden die jeweiligen Fraktionen über eine 
Ni2+-NTA Affinitätschromatographie aufgereinigt. Hierbei handelt es sich um eine 
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Immobilisierte-Metall-Affinitätschromatographie (IMAC), die auf einer reversiblen Bindung der 
Histidine des His-Tag an immobilisierte Ni2+-Ionen beruht (siehe Abb. 5). Je höher die Anzahl 
der Histidine ist, desto stabiler ist die Bindung (TERPE 2003). Durch Zugabe variabler 
Imidazolkonzentrationen (abhängig vom Peptid zwischen 20 und 350 mM; HEFTI et al. 2001) 
kann diese Bindung wieder gelöst werden. 
In Vorversuchen mit variablen Konzentrationen an Imidazol (50 - 500 mM) wurde für alle 
Proteine eine Imidazolkonzentration von 300 mM im Elutionspuffer ermittelt, bei der eine 
vollständige Elution erfolgte, wobei nach 4 Säulenvolumen die gesamte Proteinmenge eluiert 
war (siehe 3.2.3.2). Nach Aufreinigung von 10 - 20 ml der jeweiligen Proteinfraktion (siehe 
3.2.3.2) wurde die Reinheit der isolierten Fusionsproteine mittels SDS-PAGE über eine 
Coomassie-Blau Färbung bestimmt (siehe 3.2.3.3). Aus Abb. 14 A ist ersichtlich, dass 
weiterhin geringe Verunreinigungen vorhanden waren, die sich auch über eine Erhöhung der 
Imidazolkonzentration auf 100 mM im Waschpuffer nicht weiter reduzieren ließen. Der 
densitometrisch bestimmte Reinheitsgrad von > 90 % lag jedoch über dem vom Hersteller 
(Novagen) angegeben Richtwert von 83 %.  
Die Proteine pET-ID1, pET-OD1, pET-RFC2 und pET-41 konnten analog zu pET-ID7 
aufgereinigt werden und lagen in ähnlicher Konzentration im Eluat vor. Das Protein pET-TS1 
war in dem Eluat nicht nachweisbar. Auch eine stufenweise Erhöhung der Imidazol-
Konzentration im Binding Puffer auf 50 mM konnte die Bindung an die Ni-NTA Matrix nicht 
verbessern.  
Die bei der Expression des pET-ID4 Proteins zusätzlich aufgetretenen Proteinbanden mit 
einer Größe von ~ 26 kD und ~ 32 kD (siehe 4.1.3) waren auch nach der Aufreinigung im 
Eluat weiterhin sichtbar (Abb. 14 B), während der Anteil des eigentlichen Fusionsproteins    
(~ 42 kD) bis nahe der Nachweisgrenze zurückging. Die beiden erstgenannten 
Proteinbanden bei ~ 26 kD und ~ 32 kD zeigten im Western Blot mit einem gegen den (His)6-
Tag gerichteten Antikörper (His•Tag Monoclonal Antibody, 1:2000) eine deutliche Reaktivität, 
so dass es sich bei den beiden Proteinbanden wahrscheinlich um degradierte 
Fusionsproteine handelt (siehe Abb. 14 B). Durch Zusatz von Proteaseinhibitoren (Trypsin 
Inhibitor; Protease Inhibitor Cocktail, Sigma) bei der Aufarbeitung, Verwendung eines 
anderen Plasmidklons und Veränderung der Expressionsbedingungen konnte die Bildung 
der beiden Proteinfragmente nicht unterdrückt werden. Es muss daher davon ausgegangen 
werden, dass die ID4 spezifische Sequenz bei der Expression instabil ist und somit eine 
weitere Aufarbeitung des pET-ID4 nicht möglich ist. Nach der affinitätschromatographischen 
Reinigung standen somit die Fusionsproteine pET-ID7, pET-ID1, pET-OD1 und pET-RFC2 
für eine weitere Aufarbeitung zur Immunisierung (siehe 4.1.5) und pET-41 für die Herstellung 
der Vorsäule zur Aufreinigung der Antiseren (siehe 4.2.2) zur Verfügung. 
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Abb. 14: Affinitätschromatographische Aufreinigung der Fusionsproteine pET-ID7 (A) und pET-ID4 (B)  
A: Coomassie-Blau Färbung eines SDS-Gels (16%) zeigt die gelungene Aufreinigung pET-ID7; L: Lysat pET-ID7 
vor der Reinigung; El: Eluat pET-ID7; Eff: Effluat pET-ID7; M: Sigmamarker Wide Range;  
 B: Coomassie-Blau Färbung eines SDS-Gels (16%) bzw. Western Blot (SDS-Gel 16%; Anti-His-Antikörper, 
1:2000) zeigt Degradationsprodukte des pET-ID4 Proteins; Coom: Eluat Coomassie-Blau Färbung; WB: Eluat 
Western Blot  
 
Da eine Proteinbestimmung aufgrund der hohen Imidazolkonzentration in den Eluaten mit 
den zugänglichen Methoden (BCA Protein Assay, Proteinbestimmung nach Lowry) nicht 
möglich war, wurde diese semiquantitativ durchgeführt. Dafür wurde eine Säule (Kapazität 
20 mg Protein) mit dem Fusionsprotein pET-ID7 gesättigt, sichtbar durch das Vorhandensein 
von Fusionsprotein nach der Aufreinigung im Effluat, so dass man davon ausgehen konnte, 
dass das Harz nahe der Kapazitätsgrenze beladen war. Da die theoretische Kapazität einer 
Säule 20 mg Protein betrug, ergibt sich bei einem Elutionsvolumen von 10 ml eine 
Proteinkonzentration von ~ 1,5 - 2 mg/ml in dem Eluat. Die Proteinbestimmung der weiteren 
Fusionsproteine erfolgte densitometrisch unter Zuhilfenahme der Software GeneTools 
(Syngene), wobei das pET-ID7 Eluat als Standard genutzt wurde. 
 
4.1.5  Abspaltung des rRFC1 spezifischen Peptids 
 
Das Fusionsprotein besitzt, wie oben erwähnt (siehe 4.1.3), eine Enterokinase Schnittstelle. 
Dadurch kann der GST-Tag inklusive N-terminalem His-Tag von dem rRFC1-spezifischen 
Peptid abgespalten werden, um bei der Immunisierung die Bildung von nicht rRFC1-
spezifischen Reaktivitäten zu minimieren. Da die Enterokinase in dem Elutionspuffer nicht 
aktiv ist, musste die Proteinlösung durch Dialyse in einen Enterokinase-kompatiblen Puffer 
überführt werden (siehe 3.2.3.5). In einer ersten Dialyse mit 20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, 
pH 7,4 (Proteinisolate : Puffer 1:50) fielen alle drei verwendeten Proteine (pET-ID7, pET-ID1 
und pET-OD1) aus. Eine Dialyse in PBS scheiterte aus demselben Grund. Als Ursache 
wurde eine zu geringe Salzkonzentration vermutet und damit ausgehend von dem 
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Elutionspuffer ein Puffer ermittelt, bei dem die Enterokinase noch aktiv ist  und das Protein 
nicht ausfällt (20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 200 mM Imidazol, pH 8,0 mit 1 M NaOH 
eingestellt).  
Für die Abspaltung des Peptids wurde bei einer Menge von 30 µg Enterokinase je Gramm 
Fusionsprotein (laut Hersteller) bei Raumtemperatur in Vorversuchen (1 h bis 24 h) eine 
optimale Dauer des Verdaus von 6 h ermittelt. Abb. 15 zeigt exemplarisch die Abspaltung 
des rRFC1-spezifischen Peptids in einer Coomassie-Blau Färbung eines SDS-Gels (16%) 
für das Protein pET-ID7 anhand eines Vergleichs vor und nach dem Verdau. Neben den drei 
erwarteten Banden pET-ID7 (41,9 kD), GST-Tag (31,4 kD) und ID7 (10,5 kD) (siehe Tab. 3) 
erschien eine zusätzliche Bande bei ~ 28 kD, die auch bei dem Verdau der Proteine pET-
ID1, pET-OD1 auftrat. Da die anderen Banden jedoch den erwarteten Größen entsprachen, 
dürfte es sich um eine unspezifische Spaltung des GST-Tag handeln. Die Identität des ID7-
spezifischen Peptids wurde weiterhin mittels Western Blot unter Verwendung eines Anti-His 
Antikörpers verifiziert. Auf eine Abspaltung des rRFC2-spezifischen Peptids von pET-RFC2 
wurde aus weiter unten genannten Gründen verzichtet (siehe 4.2.2). 
Direkt dem Verdau anschließend wurde eine erste Ultrafiltration durchgeführt (siehe 3.2.3.6), 
um das RSP (6,2 - 10,5 kD) von dem GST-Tag (31,4 kD), der Enterokinase (57 kD leichte 
Kette, 85 kD schwere Kette) und der zusätzlichen Bande (~ 28 kD) abzutrennen. Dabei 
sollten Proteine von > 25 kD von der Filtrationsmembran zurückgehalten werden, um sie von 
RSP < 15 kD abzutrennen und somit ein reines Peptid zu erhalten. Durch Vergleich 
verschiedener Zentrifugationsfilter mit einer Ausschlussgröße in der gewünschten 
Größenordnung (~ 25 kD) konnten mit der Centriplus YM-50 (Millipore) die beste Ausbeute 
bei größter Reinheit erreicht werden. Durch eine zweite Ultrafiltration mit der Centriplus YM-
3, welche eine Ausschlussgröße von ~ 3 kD besitzt, wurde das RSP auf einen Gehalt von 
0,4 – 1,0 mg/ml aufkonzentriert.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 15:  Abspaltung und Konzentrierung ID7 
Coomassie-Blau Färbung eines SDS-Gels (16%) 
Dargestellt ist die Abspaltung des ID7-Peptids vor 
und nach dem Verdau, wobei es zum Auftreten 
einer zusätzlichen Bande bei ~ 28 kD kommt und 
die Konzentrierung des ID7-Peptids 
vor Ek: pET-ID7 vor Enterokinase Verdau; nach 
Ek: pET-ID7 nach Enterokinase Verdau; konz. ID7: 
ID7 Konzentrat; M: peQ Gold Protein Marker II 
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Abb. 15 zeigt dieses beispielhaft für das ID7-Peptid im Vergleich zum Enterokinase-Verdau. 
Die beiden abgespalteten Peptide OD1 und ID1 konnten analog aufkonzentriert werden, 
wobei jedoch aufgrund ihres geringeren Molekulargewichts ein größerer Ansatz für den 
Verdau notwendig war (~ 1,5 fach). Die konzentrierten Peptide ID7, ID1, OD1 wurden 
anschließend für die Immunisierung verwendet. 
 
4.2  Herstellung spezifischer Antiseren 
  
4.2.1  Antigene Reaktivität der rRFC1-spezifischen Peptide und   
  der Fusionsproteine 
 
Die Immunisierung der Kaninchen wurde nach einem Standardimmunisierungsprotokoll 
durchgeführt. In einer ersten Versuchsreihe sollten die Immunisierungen mit den isolierten 
und konzentrierten RSP erfolgen. Hierzu wurden je 3 Kaninchen (siehe Tab. 4, 1 - 3) mit 
dem jeweiligen konzentrierten RSP (ID1, OD1, ID7) entsprechend dem Zeitplan immunisiert 
und zu den angegebenen Zeitpunkten (siehe 3.2.4.1) Blut aus der Ohrvene entnommen, 
wobei die Nummerierung der Antiseren von der Nummerierung der Tiere übernommen 
wurde (siehe Tab. 4). Die aus diesen Blutproben gewonnenen Antiseren wurden jeweils in 
der indirekten Immunfluoreszenz (siehe 3.2.6.1) an einer mit dem rRFC1 stabil transfizierten 
MDCK Zelllinie (MDCK-rRFC1-HA; KNEUER et al. 2004) in Verdünnungen von 1:30 bis 
1:200 auf spezifische Reaktivität getestet. Als Vergleich diente das jeweils gewonnene 
Präimmunserum.  
In den Antiseren der Kaninchen ID7-71 und ID7-75, die mit dem ID7 Peptid immunisiert 
wurden, konnte nach der ersten Boosterung in der indirekten Immunfluoreszenz ein 
schwaches spezifisches Signal festgestellt werden. Dieses Signal verstärkte sich im Verlauf 
der Immunisierung bis zur 3. Boosterung, so dass die Tiere am Tag 66 entblutet und die 
Antiseren entsprechend aufgearbeitet wurden (siehe 3.2.4.1). Im Serum der mit dem ID1-
Peptid immunisierten Tiere ID1-76 bis ID1-78 konnte in der indirekten Immunfluoreszenz 
kein spezifisches Signal detektiert werden.  
Bei der Testung der OD1-Antiseren musste darauf geachtet werden, dass der rRFC1 im 
Bereich dieser ersten extrazellulären Schleife an AS 58 eine Glykosylierungsstelle besitzt 
(HONSCHA et al. 2000). Daher ist das gegen diesen Bereich gerichtete OD1 Antiserum 
möglicherweise nur in der Lage, die unglykosylierte Form des rRFC1 zu erkennen, da im Fall 
einer Glykosylierung die antigene Sequenz maskiert sein kann. Daher wurde die 
Glykosylierung des rRFC1 in den MDCK-rRFC1-HA Zellen durch eine Behandlung mit 
Tunicamycin, das während der posttranslationalen Modifikation die Glykosylierung der 
Proteine verhindert, unterbunden (siehe 3.2.5). Die OD1-Antiseren wurden somit zusätzlich 
  Ergebnisse 
   
   
 54
zu den unbehandelten MDCK-rRFC1-HA Zellen auch an mit Tunicamycin-behandelten 
Zellen in der indirekten Immunfluoreszenz getestet. Es konnte jedoch im Serum der mit dem 
OD1-Peptid immunisierten Tiere OD1-22 bis OD1-24 kein spezifisches Signal detektiert 
werden. Auch nach einer affinitätschromatographischen Aufreinigung und dadurch bedingten 
Konzentrierung (siehe 3.2.4.2) dieser ID1- und OD1 Antiseren war kein spezifisches Signal 
in der indirekten Immunfluoreszenz nachweisbar. Da bei diesen beiden Peptiden (OD1: 7,0 
kD; ID1: 6,2 kD) die Immunisierung misslang, wurde auf eine Abspaltung (siehe 3.2.3.6) des 
noch kleineren rRFC2 spezifischen Peptids (4,7 kD) des Fusionsprotein pET-RFC2 und eine 
anschließende Immunisierung verzichtet. 
In einer zweiten Versuchsreihe sollten die ungespaltenen Fusionsproteine für eine 
Immunisierung verwendet werden (siehe 3.2.4.1). Durch das wesentlich größere 
Molekulargewicht der nun verwendeten Proteine (6 bis 7fach) wurde eine insgesamt höhere 
Antigenität erwartet. Um Gewebsreaktionen durch zu hohe Salzkonzentrationen zu 
vermeiden, wurden die Fusionsproteine erst nach einer Dialyse verwendet (siehe 3.2.3.5 und 
4.1.5). Es sollten Antiseren gegen die rRFC1-spezischen Sequenzen ID1 und OD1 und 
gegen den rRFC2 generiert werden. Dafür wurden jeweils 3 Kaninchen (siehe Tab. 4, 4 - 6) 
mit 200 - 500 µg des jeweiligen Fusionsproteins (pET-ID1, pET-OD1, pET-RFC2) 
immunisiert (siehe 3.2.4.1). 
Bei den mit dem pET-ID1 Fusionsprotein immunisierten Kaninchen ID1-91 und ID1-93 
zeigten die Seren in der indirekten Immunfluoreszenz (s. o.) nach der zweiten (ID1-91) bzw. 
dritten Boosterung (ID1-93) eine sehr schwache Reaktivität, die sich durch weitere 
Boosterungen nur geringfügig steigern ließ. Bei den mit dem pET-OD1 Fusionsprotein 
immunisierten Tieren zeigte ein Antiserum (OD1-74) in der indirekten Immunfluoreszenz (s. 
o.) spezifische Reaktivitäten, die sich gegen den unglykosylierten rRFC-1 richteten. In nicht 
mit Tunicamycin behandelten MDCK-rRFC1-HA Zellen konnte kein positives Signal 
detektiert werden.  
Für die Testung der rRFC2-spezifischen Antiseren stand keine dem rRFC1 analoge mit dem 
rRFC2 transfizierte Zelllinie zur Verfügung. Daher wurden die Antiseren in der 
Immunhistochemie an ausgewählten Geweben (Niere, Milz, Thymus), die nach RT-PCR-
Analysen eine hohe rRFC2-Proteinexpression erwarten ließen (siehe 4.3.1), auf spezifische 
Reaktivitäten getestet (siehe 3.2.6.2). Es konnte in keinem der drei Antiseren RFC2-25 bis 
RFC2-27 ein spezifischer Antikörper nachgewiesen werden.  
Weitergehende Analysen zu den Antiseren insbesondere deren Testung im Western Blot 
wurden aufgrund hoher Hintergrundreaktivitäten erst nach einer affinitätschromato-
graphischen Aufreinigung (siehe 4.2.2) der Antiseren durchgeführt.  
 
 
  Ergebnisse 
   
   
 55
Tab. 4: Für die Immunisierung verwendete Kaninchen; Bezeichnung und Reaktivität der erhaltenen Antiseren 
 Protein Kaninchenrasse Nummern der Tiere 
Name der Antiseren 
Reaktivität der Antiseren 
(indirekte Immunfluoreszenz) 
1 ID1 Peptid  
Chinchilla-Kaninchen 
Bastarde 
ID1-76 
ID1-77 
ID1-78 
-
- 
- 
2 ID7 Peptid 
New-Zealand-White ID7-70 
ID7-71 
ID7-75 
-
+ 
+ 
3 OD1 Peptid 
New-Zealand-White OD1-22 
OD1-23 
OD1-24 
-
- 
- 
4 pET-ID1 Fusionsprotein 
Chinchilla-Kaninchen 
Bastarde 
ID1-91 
ID1-92 
ID1-93 
+
- 
+ 
5 pET-OD1 Fusionsprotein 
Chinchilla-Kaninchen 
Bastarde 
OD1-72 
OD1-73 
OD1-74  
-
- 
+ 
6 pET-RFC2 Fusionsprotein 
Chinchilla-Kaninchen 
Bastarde 
RFC2-25 
RFC2-26 
RFC2-27 
-
- 
- 
 
 
4.2.2  Affinitätschromatographische Aufreinigung der Antiseren und Analyse 
  mittels indirekter Immunfluoreszenz sowie im Western Blot 
 
Die gewonnenen Antiseren wurden einer Affinitätsreinigung unterzogen. Dafür sollten in 
einem ersten Schritt über eine Vorsäule die spezifischen Antiseren von unerwünschten 
Antikörpern gegen den GST-Fusionsteil (ID1/OD1 Antikörper), den C-terminalen (His)6-Tag 
bzw. bakterielle Verunreinigungen getrennt werden. In einer zweiten Aufreinigung sollten die 
Antiseren über eine antigen-spezifische Säule konzentriert und unspezifische Reaktivitäten 
minimiert werden.  
Für die Herstellung der Vorsäule wurde der Kontrollvektor pET-41 in E. coli Rosetta 
exprimiert und das Gesamtlysat an CNBr- -aktivierte Agarose gebunden (siehe 3.2.4.2). Die 
Antiseren wurden jeweils dreimal über diese Säule aufgereinigt (siehe 3.2.4.2) und damit 
unerwünschte, das heißt nicht rRFC1 spezifische Antikörper, entfernt. Der Erfolg der 
Aufreinigung wurde durch einen Nachweis rRFC1-spezifischer Antikörper im Effluat in der 
indirekten Immunfluoreszenz bestätigt.  
Bei der zweiten Aufreinigung sollten die dem jeweiligem Antiserum entsprechenden 
Fusionsproteine (pET-ID1, pET-ID7, pET-OD1) für die Herstellung der jeweiligen 
spezifischen Säule nach entsprechender Konzentrierung an die CNBr- -aktivierte Agarose 
gekoppelt werden. Für die Konzentrierung wurde sich der Umstand, dass die Fusions-
proteine bei der Dialyse gegen einen Puffer mit einer niedrigen Salzkonzentration ausfielen 
(siehe 4.1.5), zu Nutze gemacht. Durch Dialyse der affinitätsgereinigten Proteine (siehe 
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3.2.3.2) gegen PBS wurden die Fusionsproteine ausgefällt, anschließend durch die 
Aufnahme mit einem geringeren Volumen EDTA-haltigem (15 mM) Kopplungspuffer auf eine 
Konzentration von ~ 5 - 10 mg/ml eingestellt und an die CNBr- -aktivierte Agarose gekoppelt 
(siehe 3.2.4.2). Die über die Vorsäule vorgereinigten Antiseren wurden laut Protokoll (siehe 
3.2.4.2) aufgereinigt und in Aliquots von ~ 0,5 ml in einen Neutralisationspuffer eluiert. Die so 
erhaltenen affinitätschromatographisch gereinigten und aufkonzentrierten Antiseren wurden 
mittels indirekter Immunfluoreszenz an MDCK-rRFC1-HA Zellen und im Western Blot 
getestet.  
 
Reaktivität und Spezifität der Antiseren in der indirekten Immunfluoreszenz 
Die ID7 spezifischen Antiseren ID7-71 und ID7-75 konnten erfolgreich aufgereinigt werden, 
wobei ID7-71 in der indirekten Immunfluoreszenz (siehe 3.2.6.1) eine etwas höhere 
Hintergrundreaktivität als ID7-75 zeigte. Mit beiden Antiseren konnte ein ID7-reaktives 
Protein im Bereich der Plasmamembran detektiert werden (siehe Abb. 16 B für ID7-75). 
Die Spezifität dieses Signals wurde an MDCK-rRFC1-HA Zellen (KNEUER et al. 2004) über 
eine Doppelfärbung in der indirekten Immunfluoreszenz bewiesen (siehe 3.2.6.1). Da das für 
die Transfektion dieser Zellen verwendete rRFC1-Plasmid am C-terminus noch für einen HA-
Tag codierte, konnte der rRFC1 neben den ID7 Antiseren noch mit einem gegen den HA-Tag 
gerichteten Antikörper nachgewiesen werden. Hierzu wurde ein Präparat mit den beiden 
Primärantikörpern, die in verschiedenen Spezies generiert wurden (ID7 Antiserum: 
Kaninchen; HA Antiserum: Maus), und mit unterschiedlich konjugierten Sekundärantikörpern 
(Anti-Rabbit: FITC-konjugiert, Anti-Mouse: R-PE-konjugiert) gefärbt (siehe 3.2.6.1). Da die 
FITC- und die R-PE-Konjugate bei unterschiedlichen Wellenlängen fluoreszieren, können 
nach Überlagerung der Fluoreszenzbilder gleichartige und differierende Färbungen 
dargestellt werden. Da Konjugate bei anderen Wellenlängen eventuell schwach fluoreszieren 
können (´Durchscheinen´), wurden zur Vermeidung falsch positiver Ergebnisse Kontrollen, 
die mit jeweils nur einem Primärantikörper angefärbt wurden, angefertigt. Aus Abb. 16 A – C 
ist zu entnehmen, dass sowohl mit dem ID7-75 als auch dem Anti-HA Antiserum eine 
übereinstimmende Färbung der Plasmamembran nachgewiesen werden konnte. Die 
einzelgefärbten Kontrollen zeigten kein Durchscheinen (nicht gezeigt). Als Negativkontrolle 
dienten untransfizierte MDCK-Zellen (Abb. 16 D), die erwartungsgemäß keine spezifische 
Färbung aufwiesen. In einem weiteren Versuch wurde der Primärantikörper vor der 
Inkubation der Zellen durch die Zugabe des pET-ID7 Proteins (5 µg/ml) geblockt. Es war 
keine spezifische Färbung detektierbar und somit ein weiterer Beweis für die Spezifität des 
Antikörpers erbracht (Abb. 16 E). 
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Abb. 16: Nachweis der Spezifität des ID7- und ID1-spezifischen Antiserums an MDCK-rRFC1-HA Zellen 
(KNEUER et al. 2004) mittels indirekter Immunfluoreszenz (PFA-Fixierung); A-C 100fache und D-F 40fache 
Vergrößerung 
A – C zeigen eine Doppelfärbung mit einem Anti-HA Antiserum (1:200) (A) und mit dem ID7-75 Antiserum (1:500) 
(B). Sowohl mit dem Anti-HA Antiserum (rot; R-PE-konjugierter Sekundärantikörper) als auch mit dem ID7-75 
Antiserum (grün; FITC-konjugierter Sekundärantikörper) ist eine Membranfärbung darstellbar, die, wie nach 
einem Übereinanderlegen sichtbar ist (C; gelb dargestellt), übereinstimmt. Die Negativkontrolle des ID7-75 
Antiserums (1:500) an untransfizierten MDCK ist negativ (D). 
Die Färbung von MDCK-rRFC1-HA Zellen mit dem Antiserum ID7-75 (1:500), welches mit dem Fusionsprotein 
pET-ID7 (5 µg / ml) geblockt wurde, zeigt ebenfalls kein spezifisches Signal (E).  
Das Antiserum ID1-93 (1:500) zeigt analog zu dem ID7-Antiserum eine Membranfärbung der MDCK-rRFC1-HA 
Zellen (F; grün; FITC-konjugierter Sekundärantikörper) 
Blau dargestellt sind die Kerne, die mit DAPI (1:2000) gegengefärbt wurden.  
A B
C 
E 
D
F
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Nach der Aufreinigung des Antiserums ID1-91 über die Vorsäule war im Effluat keine 
spezifische Reaktivität mehr nachweisbar, während in dem Eluat der Vorsäule in der 
indirekten Immunfluoreszenz ein spezifisches Signal detektiert werden konnte. Damit wurde 
die scheinbar spezifische Reaktivität des ID1-91 Antiserums von der Vorsäule gebunden und 
eine Aufreinigung dieses Antiserums war nicht möglich. Das zweite positive Antiserum ID1-
93 konnte erfolgreich aufgereinigt werden und zeigte in der indirekten Immunfluoreszenz in 
einer Verdünnung von 1:500 an PFA-fixierten MDCK-rRFC1-HA Zellen ein reaktives Protein, 
welches identisch mit dem ID7-reaktivem Protein im Bereich der Plasmamembran lokalisiert 
war (siehe Abb. 16 F). Allerdings war eine höhere unspezifische Hintergrundfärbung bei 
diesem Antiserum erkennbar (siehe Abb. 16 F). Die Spezifität des Signals konnte analog zu 
dem ID7-Antiserum durch eine Doppelfärbung mit einem Anti-HA Antiserum bewiesen 
werden (nicht dargestellt). Untransfizierte Zellen zeigten kein spezifisches Signal und der 
Primärantikörper konnte durch Zugabe des Fusionsproteins pET-ID1 (5 µg/ml) geblockt 
werden (nicht dargestellt). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 17: Nachweis der Spezifität und Glykosylierungssensitivität des OD1-74 Antiserums (1:500) in Aceton-
fixierten MDCK-rRFC1-HA Zellen; 20fache Vergrößerung (FITC-konjugierter Sekundärantikörper) 
In mit Tunicamycin behandelten MDCK-rRFC1-HA Zellen (A) ist ein spezifisches Signal im Bereich der 
Plasmamembran darstellbar (grün). Demgegenüber ist an unbehandelten Zellen (B) kein spezifisches Signal 
detektierbar. Die Kerne (A) sind mit DAPI (1:2000) gegengefärbt (blau dargestellt). 
 
Die Aufreinigung des Antiserums OD1-74 war ebenfalls erfolgreich. Für die anschließende 
Analyse in der indirekten Immunfluoreszenz an MDCK-rRFC1-HA Zellen wurden jedoch aus 
oben genannten Gründen (siehe 4.2.1) Tunicamycin behandelte Zellen verwendet, die mit 
Aceton fixiert wurden (siehe 3.2.5 und 3.2.6.1). Bei diesem Versuchsansatz war ein 
deutliches, den bisherigen Färbungen entsprechendes, membranassoziiertes Signal zu 
erkennen (Abb. 17 A). Abb. 17 B zeigt die mangelnde Antigenität des glykosylierten rRFC1-
Proteins an unbehandelten Zellen. Die Spezifität dieses Signals wurde durch einen Vergleich 
A B
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mit untransfizierten MDCK-Zellen, die keine Anfärbung zeigten und durch eine Blockierung 
des Primärantikörpers mit dem Fusionsprotein pET-OD1 (5 µg / ml) bestätigt. 
Somit standen für die weiteren immunhistologischen Untersuchungen mit ID7-75 und ID7-71 
zwei Antiseren gegen den C-Terminus des rRFC1-Proteins, mit dem ID1-93 ein Antiserum 
gegen den N-Terminus und mit dem OD1-74 ein glykosylierungssensitives Antiserum zur 
Verfügung. Die deutlichsten Signale bei praktisch nicht vorhandener Hintergrundreaktivität 
zeigte das ID7-75 Antiserum gefolgt vom ID7-71 Antiserum mit einer etwas höheren 
Hintergrundreaktivität. Die beiden anderen Antiseren besaßen eine hohe Hintergrund-
reaktivität. 
 
Reaktivität und Spezifität der Antiseren im Western Blot  
Eine weitere Charakterisierung der Antiseren erfolgte mittels Western Blot Analyse (siehe 
3.2.3.4). Dabei sollte gezeigt werden, ob die Antiseren in der Lage sind, den rRFC1 in der 
denaturierten Form nachzuweisen. Als Ausgangsmaterial für die weiteren Experimente 
wurde dabei die MDCK-rRFC1-HA Zelllinie verwendet. Da es sich um eine 
überexprimierende Zelllinie handelt, konnte von einer hohen Expressionsrate des Proteins 
ausgegangen werden. Aufgrund der vorhergesagten Aminosäuresequenz und 
vorangegangener Experimente wurde ein Protein in der Größe von 58 kD für die 
unmodifizierte Form und von ca. 72 kD für die glykosylierte Form erwartet (HONSCHA et al. 
2000, KNEUER et al. 2004). Nach der Ernte der Zellen mit Trypsin (siehe 3.2.5) wurde ein 
Pellet mit ~ 15 x 106 Zellen gemäß Protokoll (siehe 3.2.3.3) aufgearbeitet und die Proteine in 
der SDS-PAGE aufgetrennt (siehe 3.2.3.3). Anschließend wurde der Western Blot ebenfalls 
gemäß Protokoll mit dem jeweiligen Antiserum durchgeführt (siehe 3.2.3.4). 
In Vorversuchen wurde mit einem gegen den HA-Tag gerichteten Antikörper (Polyclonal 
Rabbit Anti-HA, 1:2000) unter Verwendung des 1X LSB als Lysepuffer für die MDCK-rRFC1-
HA Zellen zunächst kein spezifisches Signal detektiert. Der Versuchsansatz wurde wie in der 
Literatur beschrieben (ZHAO et al. 2000; OBERMANN et al. 2003) dahingehend verändert, 
dass ein modifizierter LSB ohne β-Mercaptoethanol und unter Zusatz von 6 M Harnstoff für 
den Aufschluss der Zellen verwendet und die Temperatur für das Erhitzen der Probe vor der 
SDS-PAGE auf 65°C reduziert bzw. ganz darauf verzichtet wurde (siehe 3.2.3.3). Bei 
Erhitzen der Probe auf 65°C konnte bereits ein undeutliches Signal bei ~ 70 - 100 kD 
detektiert werden (siehe Abb. 18 A, Spur 1), während bei der Probe, bei der auf das Erhitzen 
verzichtet wurde, ein klares Signal bei ~ 71 kD  und  ein schwächeres bei ~ 53 kD sichtbar 
wurde (siehe Abb. 18 A, Spur 3).  
Somit konnte eine Methode für den Nachweis des rRFC1-Proteins in MDCK-rRFC1-HA 
Zellen im Western Blot etabliert werden, und es konnte gezeigt werden, dass dieses Protein 
hauptsächlich in der glykosylierten Form vorliegt. Für die Charakterisierung der erzeugten  
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Abb. 18: Etablierung einer Methode zum Nachweis des rRFC1-Proteins mittels Anti-HA-Antiserum im Western 
Blot (A) und Analyse der rRFC1-spezifischen Antiseren im Western Blot (B – D) 
M: peQ Gold Protein Marker IV; +rRFC1: Lysat MDCK-rRFC1-HA; -rRFC1: Lysat untransfizierte MDCK-Zellen;  
-Tun: unbehandelte MDCK-rRFC1-HA; +Tun: mit Tunicamycin behandelte MDCK-rRFC1-HA 
A: In dem Lysat, das vor dem Auftragen nicht erhitzt wurde (Spur 3), konnten rRFC1-spezifische Signale (~ 53 
kD, ~ 71 kD) mit dem Anti-HA Antiserum (1:2000) detektiert werden, während in der auf 65°C erhitzten Probe 
(Spur 1) im Bereich 70 - 100 kD nur eine unscharfe Bande zu sehen ist. 
B: Mit dem ID7-75 Antiserum (1:1000) konnte im Lysat unbehandelter Zellen ein Protein mit ~ 71 kD (Spur 1) und 
im Lysat mit Tunicamycin behandelter Zellen Protein mit ~ 53 kD (Spur 2) detektiert werden. 
C) Mit dem OD1-74 Antiserum (1:1000) konnte nur im Lysat mit Tunicamycin behandelter Zellen ein spezifisches 
Signal bei ~ 53 kD (Spur 2) nachgewiesen werden. 
D) Mit dem ID1-93 Antiserum (1:1000) konnten nur sehr schwache rRFC1-spezifische Proteinbanden bei ~ 53 kD 
und ~ 71 kD (Spur 1/2) detektiert werden, während sowohl in den transfizierten MDCK Zellen (Spur 1/2) als auch 
in den untransfizierten Zellen 2 Proteine bei ~ 35 kD und ~ 50 kD spezifisch erkannt wurden. 
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Antiseren im Western Blot wurde dieses modifizierte Protokoll übernommen. Zur 
Unterscheidung der glykosylierten und unglykosylierten Form des rRFC1 wurden Lysate mit 
Tunicamycin vorbehandelter MDCK-rRFC1-HA Zellen eingesetzt (siehe 3.2.5).  
Mit dem Antiserum ID7-75 (1:2000) konnte im Lysat der unbehandelten MDCK-rRFC1-HA 
Zellen im Western Blot eine spezifische Bande bei ~ 71 kD detektiert werden (siehe Abb. 18 
B, Spur 1). Im Lysat der mit Tunicamycin behandelten Zellen konnte mit diesem Antiserum 
eine deutliche Bande bei ~ 53 kD und eine wesentlich schwächere bei ~ 71 kD 
nachgewiesen werden (siehe Abb. 18 B, Spur 2). Bei dem Lysat aus untransfizierten MDCK 
Zellen trat keine Proteinbande auf (siehe Abb. 18 B, Spur 3). Die mit dem ID7-75 Antiserum 
und mit dem Anti-HA Antiserum angefärbten Banden zeigten eine identische Laufhöhe. 
Weiterhin konnte die Spezifität des Antiserums durch eine Inkubation des Primärantikörpers 
mit dem Fusionsprotein pET-ID7 (5 µg je Blot), wobei die spezifischen Reaktivitäten 
unterdrückt wurden und die beiden Proteinbanden bei ~ 53 und ~ 71 kD nicht mehr 
detektierbar waren, bewiesen werden. Das Antiserum ID7-75 ist folglich für den spezifischen 
Nachweis des denaturierten rRFC1-Proteins im Western Blot geeignet.  
Mit dem Antiserum OD1-74 (1:2000) konnte im Lysat unbehandelter MDCK-rRFC1-HA 
Zellen keine spezifische Bande nachgewiesen werden (siehe Abb. 18 C, Spur 1). Im Lysat 
der mit Tunicamycin behandelten MDCK-rRFC1-HA Zellen wurde eine Bande bei ~ 53 kD 
detektiert (siehe Abb. 18 C, Spur 2), die sich durch Zugabe des Fusionsproteins pET-OD1 (5 
µg je Blot) zum Primärantikörper unterdrücken ließ. Im Lysat der untransfizierten MDCK 
Zellen konnte keine Bande detektiert werden (siehe Abb. 18 C, Spur 3). Damit ist ein 
Nachweis des rRFC1-Proteins im Western Blot auch mit dem OD1-74 Antiserum möglich. 
Das Antiserum erkennt dabei allerdings nur die unglykosylierte Form des rRFC1-Proteins.  
Ein spezifischer Nachweis des rRFC1-Proteins im Western Blot war mit dem Antiserum ID1-
93 nicht in befriedigender Weise möglich, da die spezifischen rRFC1-Signale (~ 53 kD, ~ 71 
kD) sehr schwach waren, dafür aber trotz Affinitätsreinigung eine sehr hohe 
Hintergrundreaktivität in Form zweier Proteinbanden bei ~ 35 und ~ 50 kD vorhanden war 
(siehe Abb. 18 D, Spur 1/2). Da diese beiden Banden auch in untransfizierten MDCK Zellen 
detektiert wurden (siehe Abb. 18 D, Spur 3), kann es sich nicht um rRFC1-spezifische 
Proteine handeln. Das Antiserum ID1-93 ist damit für den Einsatz im Western Blot nicht 
geeignet.  
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4.3  Untersuchungen zur Gewebelokalisation des rRFC1 
 
In früheren Arbeiten (HONSCHA et al. 2000; WHETSTINE et al. 2002) ist in ausgewählten 
Geweben unterschiedlicher Spezies die Expression des RFC1-Gens und die Lokalisation 
des Proteins untersucht worden. Mit dieser Arbeit sollte nun eine umfassende systematische 
Untersuchung aller relevanten Gewebe auf die Expression des RFC1-Gens und die 
Lokalisation des Proteins in Organen der Ratte erfolgen.  
 
4.3.1  Genexpression des rRFC1 in verschiedenen Geweben  
 
Die Untersuchung der Genexpression des rRFC1 auf RNA-Ebene erfolgte mittels RT-PCR. 
In einem ersten Schritt wurde die Gesamt-RNA aus frisch entnommenen Organen 
männlicher Sprague-Dawley-Ratten isoliert (siehe 3.2.1.1). Um Verunreinigung mit 
genomischer DNA zu verhindern, wurde ein DNase-Verdau durchgeführt. Nach Umschreiben 
der mRNA durch eine Reverse Transkription (siehe 3.2.1.2) in die cDNA, bei der einheitlich 1 
µg Gesamt-RNA je Gewebe eingesetzt wurde, erfolgte der Nachweis der rRFC-spezifischen 
cDNA über eine PCR (siehe 3.2.1.3). Es wurden die rRFC-spezifischen Primer (Rfc_794F, 
Rfc_1399R) eingesetzt. Das Vorhandensein einer intakten cDNA nach der reversen 
Transkription wurde durch Nachweis mit β-Actin spezifischen Primern kontrolliert (siehe Abb. 
19). Das rRFC1-spezifische Transkript hat eine erwartete Größe von 443 bp. Mit den 
verwendeten Primern sollte auch die Splicingvariante rRFC-2 erfasst (KNEUER et al. 2005) 
werden, die durch ein Amplifikat von 645 bp dargestellt wird. Nach der PCR wurden Aliquots 
auf ein Agarose-Gel aufgetragen, elektrophoretisch aufgetrennt und durch Interkalation mit 
EtBr im UV-Licht visualisiert (siehe 3.2.2.2). 
Die Expression des rRFC1-Gens konnte in unterschiedlicher Stärke in allen untersuchten 
Geweben nachgewiesen werden (Abb. 19; Tab. 5). Eine besonders starke Genexpression 
war im Thymus, in der Niere, in der Milz, im Gehirn, im Hoden und im Colon vorhanden. Eine 
mittlere Expression wurde in der Leber, in der Lunge, im Duodenum und Jejunum und im 
Knochenmark nachgewiesen. Nahe der Nachweisgrenze wird der rRFC1 exprimiert in 
Arterien, in Muskel- und Herzgewebe, in Leukozyten und im Ileum. In Geweben mit einer 
starken Expression des rRFC1 war auch die Splicingvariante rRFC-2 nachweisbar (Thymus,  
Niere, Milz, Gehirn, Hoden, Duodenum, Colon). Bei den schwächer exprimierenden 
Geweben (Jejunum, Ileum, Leber, Knochenmark, Arterie, Herz, Muskel, Leukozyten) liegt 
das Signal möglicherweise unterhalb der Detektionsebene. Diese Ergebnisse wurden durch 
eine RT-PCR mit der RNA aus dem Gewebe einer zweiten Ratte bestätigt (nicht dargestellt). 
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Abb. 19: Analytische Gelelektrophorese (1%iges Agarose-Gel) der RT-PCR zum Nachweis der rRFC 
Genexpression in ausgewählten Geweben der Ratte  
(+) cDNA; (-) Negativkontrolle 1: Ansatz Reverse Transkription ohne RT-Polymerase; Neg.-Kontr. 
Negativkontrolle 2 ohne Template, Marker: Hyper Ladder I  
Erwartet wurde ein rRFC1-spezifisches Transkript mit einer Größe von 443 bp und ein rRFC2-spezifisches 
Transkript mit einer Größe von 645 bp. Das Vorhandensein einer intakten cDNA wurde durch den Nachweis des 
β-Actin kontrolliert. Genomische DNA wurde durch die Negativkontrolle 1 ausgeschlossen. 
rRFC2
rRFC1
β-Actin
1 kbp 
 
800 bp 
 
 
600 bp 
 
 
 
 
 
400 bp 
200 bp 
Lu
ng
e 
-
G
eh
irn
 +
G
eh
irn
 -
Ar
te
rie
 +
Ar
te
rie
 -
He
rz
 +
He
rz
 -
M
us
ke
l +
M
us
ke
l -
Ne
g.
-K
on
tr.
Lu
ng
e 
+
M
ar
ke
r
rRFC2
rRFC1
β-Actin
1 kbp 
 
800 bp 
 
 
600 bp 
 
 
 
 
 
 
400 bp 
200 bp 
Le
be
r +
Le
be
r -
Ni
er
e 
+
Ni
er
e 
-
M
ilz
 +
M
ilz
 -
Ho
de
n 
+
Ho
de
n 
-
Th
ym
us
 +
Th
ym
us
 -
Ne
g.
-K
on
tr.
M
ar
ke
r
rRFC2 
rRFC1 
β-Actin 
1 kbp 
 
800 bp 
 
 
600 bp 
 
 
 
 
 
400 bp 
200 bp 
Du
od
en
um
 +
Du
od
en
um
 -
Je
jun
um
+
Je
jun
um
-
Ile
um
+
Ile
um
-
Co
lon
+
Co
lon
-
Le
uk
oz
yte
n 
+
Le
uk
oz
yte
n -
Kn
oc
he
nm
ar
k 
+
Kn
oc
he
nm
ar
k -
Ne
g.-
Ko
nt
r.
M
ar
ke
r
  Ergebnisse 
   
   
 64
Tab. 5: Übersicht über die Genexpression des rRFC1 in Geweben der Ratte 
Starke Expression  Mittlere Expression  Expression nahe der Nachweisgrenze 
Thymus Hoden Muskelgewebe 
Niere Leber  Herzgewebe 
Milz Knochenmark  Leukozyten 
Gehirn Jejunum Ileum 
Colon Duodenum Arterie 
 Lunge  
 
 
4.3.2  Western Blot Analyse des rRFC1-Proteins 
 
Die Expression des rRFC1-Proteins in verschiedenen Geweben der Ratte sollte mittels 
Western Blot Analyse nachgewiesen werden (siehe 3.2.3.4). Dafür wurden die Antiseren 
ID7-75 und OD1-74 verwendet. Auf einen Proteinnachweis mit dem Anti-ID1 Antiserum 
wurde verzichtet, da dieses bei der Analyse des Serums im Western Blot keine 
befriedigenden Ergebnisse gezeigt hatte (siehe 4.2.2). 
In ersten Versuchen wurde ein Gesamt-Protein-Extrakt aus den Geweben, analog zu der 
Aufarbeitung der MDCK-rRFC-HA Zellen für die SDS-PAGE, verwendet (siehe 3.2.3.3). 
Nach Homogenisation und anschließender Aufarbeitung verschiedener Gewebe (Niere, Milz, 
Thymus, Leber) gemäß Protokoll (siehe 3.2.3.3) und Auftrennung der Proteine in der SDS-
PAGE konnten mit dem ID7-75 Antiserum (1:1000) im Western Blot keine spezifischen 
Banden mit einer erwarteten Größe von 53 bzw. 71 kD (siehe 4.2.2) detektiert werden. Da 
die Möglichkeit bestand, dass die Menge des Membranproteins im Gesamtlysat zu gering 
war, wurden die Membranproteine über eine Membranpräparation angereichert (siehe 
3.2.3.7). Nach einer Bestimmung der Proteinkonzentration (siehe 3.2.3.8) wurden 5 - 50 µg 
Membranprotein auf ein SDS-Gel aufgetragen und nach Auftrennung der Proteine (siehe 
3.2.3.3) im Western Blot mit dem ID7-75 Antiserum analysiert (1:1000).  
Da die Ergebnisse aus der RT-PCR hohe rRFC1-Potein Konzentrationen für Nierengewebe 
erwarten ließen (siehe 4.3.1), wurde dieses zur Optimierung der Bedingungen verwendet. 
Bei einer Proteinmenge von 25 µg je Spur war das stärkste Signal sichtbar, ohne dass das 
Gel überladen war. Dabei konnte in der Niere im Gegensatz zu den MDCK-rRFC1-HA Zellen 
eine spezifische Bande bei ~ 58 kD und eine bei ~ 95 kD nachgewiesen werden (Abb. 20 A, 
Spur 2). Die Intensität dieser Banden ist bei direktem Vergleich mit der im Lysat der MDCK-
rRFC1-HA Zellen detektierbaren Bande bei ~ 71 kD (Abb. 20 A, Spur 1) deutlich geringer. 
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Durch eine Inkubation des Primärantikörpers mit dem Fusionsprotein pET-ID7 (5 µg je Blot) 
konnten die Reaktivitäten so unterdrückt werden, dass die spezifischen Banden nicht mehr 
detektierbar waren (Abb. 20 B, Spur 1/2). Nach der Blockung des Primärantikörpers wurden 
mehrere Banden bei ~ 51 - 52 kD sichtbar.  
 
. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 20: Nachweis des rRFC1 in verschiedenen Geweben im Western Blot (12%iges SDS-Gel) mit ID7-75 
Antiserum (1:1000); M: peQ Gold Protein Marker IV 
A: Von den Geweben Niere, Milz, Thymus wurden jeweils 25 µg Membranprotein aufgetragen, wobei nur in der 
Niere zwei spezifische Banden (~ 58 kD, ~ 95 kD) detektiert wurden. Als Vergleich wurde Lysat der MDCK-
rRFC1-HA Zellen (rRFC1) aufgetragen (5 µl, siehe 3.2.3.3), in denen die rRFC1-spezifische Bande bei ~ 71 kD 
nachgewiesen werden konnte.   
B: Im Unterschied zu A wurde hier der Primärantikörper mit 5 µg des Fusionsproteins inkubiert. Die in A 
sichtbaren spezifischen Banden wurden unterdrückt. Es traten jedoch zusätzliche Banden bei ~ 51 - 52 kD auf.  
 
In einem weiteren Versuch wurden verschiedene Gewebe, die nach der RT-PCR Analyse 
(siehe 4.3.1) eine hohe Proteinexpression erwarten ließen (Niere, Milz, Thymus) analysiert. 
Es konnten jedoch nur in Nierengewebe die schon beschriebenen Proteinbanden 
nachgewiesen werden (siehe Abb. 20 A, Spur 2 - 4). In Milz und Thymus war kein 
spezifisches Protein detektierbar. Mit dem Antiserum OD1-74 konnte kein rRFC1 
spezifisches Signal in diesen getesteten Geweben nachgewiesen werden 
 
4.3.3  Nachweis der Lokalisation des rRFC1-Proteins in verschiedenen  
  Geweben mit Hilfe der Immunhistochemie  
 
Aus den Ergebnissen der RT-PCR (siehe 4.3.1) ist zu entnehmen, dass in allen untersuchten 
Geweben das rRFC1-Gen exprimiert wird, jedoch in variierender Stärke. Mit Hilfe der 
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Immunhistologie sollte nun das rRFC1-Protein in ausgewählten Geweben überprüft und 
gegebenenfalls dessen Lokalisation bestimmt werden. Der Nachweis erfolgte dabei über die 
indirekte Immunperoxidasemarkierung, wobei DAB als Chromogen verwendet wurde (siehe 
3.2.6.2). Dabei stellen sich spezifische Signale als braune Präzipitate dar. Für die 
histologischen Untersuchungen wurden Kryoschnitte (5 - 7 µm) von den Geweben hergestellt 
und mit den Antiseren ID7-75, ID1-93, OD1-74 Färbungen durchgeführt (siehe 3.2.6.2). In 
Vorversuchen wurden optimale Bedingungen in Hinblick auf die Art der Fixierung, die 
Inaktivierung der endogenen Peroxidase und der Antikörperinkubation ermittelt. Diese 
Bedingungen waren für alle Antiseren gleich und konnten auf alle Gewebe übertragen 
werden (siehe 3.2.6.2).  
Die Spezifität des Signals wurde durch einen Vergleich mit Geweben, bei denen das 
Präimmunserum als Primärantikörper verwendet wurde, belegt und die Ergebnisse wurden 
an den Geweben einer zweiten Ratte bestätigt. Die Färbung des Knochenmarks und der 
Leukozyten ist nicht gelungen.  
 
Gastrointestinaltrakt  
Um einen Überblick über die Expression des rRFC1 im Gastrointestinaltrakt zu erhalten, 
wurden die Abschnitte Duodenum, Jejunum, Ileum, Colon und Rektum getrennt untersucht. 
Duodenum und Colon zeigten ein starkes Signal an der apikalen Membran der Tunica 
mucosa. Eine moderate Färbung wurde an der apikalen Membran der Tunica mucosa des 
Jejunums und Ileums beobachtet. Die Rektummucosa zeigte eine sehr schwache 
spezifische Färbung. Exemplarisch für den Gastrointestinaltrakt ist in Abb. 21 A und B die 
Färbung des Colons mit dem ID7-75 Antiserum dargestellt. Im Ileum wurden in den 
Peyer´schen Platten, die zu den gastro-assoziierten-lymphatischen-Geweben (GALT) 
gehören, rRFC1-positive Zellen nachgewiesen (siehe Abb. 21 C). In allen Geweben konnte 
in der Tunica serosa, der Tunica muscularis und der Tela submucosa kein spezifisches 
Signal detektiert werden.  
In den Geweben des Dünndarms waren ubiquitär verteilte Färbungen zu sehen (nicht 
dargestellt). Durch Kontrollfärbungen mit Präimmunseren und Vergleich mit nativen 
Präparaten konnten diese als Artefakte (evtl. Darminhalt) identifiziert werden. Abgesehen 
von den Artefakten, zeigten mit Präimmunserum inkubierte Präparate keine spezifischen 
Färbungen. Die Ergebnisse ließen sich mit allen drei Antiseren bestätigen. 
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Abb. 21: Immunfärbung des rRFC1-
Proteins im Colon mit dem ID7-75 
Antiserum (1:1000); (A/C: 20fache 
Vergrößerung; B: 100fache Vergrößerung)  
Im Colon (A und B) konnte im Bereich der 
apikalen Membran (AM) der Tunica 
mucosa (TMU) ein spezifisches Signal 
detektiert werden.  Demgegenüber stellten 
sich die Tela submucosa  (TSM) und die 
Tunica serosa und muscularis (nicht 
dargestellt) negaitv dar. 
In den Peyer´schen Platten (GALT) konnte 
ein rRFC1-spezifisches Signal (gekenn-
zeichnet durch Pfeil), sichtbar durch braune 
Präzipitate, im Bereich einzelner Zellen 
nachgewiesen werden. 
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Niere 
In der Niere war mit allen drei Antiseren ein deutliches Signal in den Tubuli zu erkennen. 
Diese Färbung war auf den Bereich der basolateralen Membran begrenzt, während die 
apikale Membran negativ war. Eine genaue Unterscheidung in proximale und distale Tubuli 
konnte nicht sicher getroffen werden, jedoch scheint das spezifische Signal in beiden 
Anteilen vorhanden. Demgegenüber stellten sich das Sammelrohrsystem und die Glomeruli 
(nicht gezeigt) negativ dar. Mit den Präimmunseren war kein spezifisches Signal 
detektierbar. In der Abbildung 22 ist die Färbung exemplarisch für das Antiserum ID7-75 
dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 22: Nachweis des rRFC1-Proteins in der Niere durch das ID7-75 Antiserum (1:1000) mittels der indirekten 
Immunhistochemie (A: 20fache Vergrößerung; B: 100fache Vergrößerung) 
In der Niere ist das rRFC1-Protein in den renalen Tubuli (RT) im Bereich der basolateralen Membran (BM) 
detektierbar, während im Bereich der apikalen Membran (AM) kein spezifisches Signal nachweisbar war. Das 
Sammelrohrsystem (SR) und die Glomeruli (nicht gezeigt) stellten sich ebenfalls negativ dar. 
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Leber 
Eine spezifische Färbung konnte in der Leber nur mit dem Antiserum ID7-75 erreicht werden 
(siehe Abb. 23), wobei das Signal, vor allem im Vergleich mit der Niere, sehr schwach war. 
Mit dem Antiserum OD1-74 war keine Reaktivität erkennbar und das Antiserum ID1-93 
zeigte eine starke Hintergrundfärbung. Das rRFC1-Protein wurde bevorzugt im Bereich der 
Lebertrias exprimiert, wobei die Färbung auf den Bereich der Hepatozytenmembran begrenzt 
war. Im Bereich der Zentralvene war keine spezifische Färbung erkennbar. Mit dem 
Präimmunserum konnte kein spezifisches Signal detektiert werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 23: Immunfärbung des rRFC1-Proteins in 
der Leber mit dem ID7-75 Antiserum (1:1000); 
(A: 10fache Vergrößerung; B: 100fache 
Vergrößerung)  
In der Leber konnte das rRFC1-Protein 
bevorzugt im Bereich der Lebertrias (LT) in den 
Hepatozytenmembranen (HM) detektiert 
werden. Demgegenüber war im Bereich der 
Zentralvene (ZV) keine spezifische Färbung 
nachweisbar. 
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Lymphatische Organe (Milz, Thymus) 
Nach Anfärbung des rRFC1-Proteins in der Milz konnte mit allen drei Antiseren eine 
deutliche Unterteilung in zwei Zonen detektiert werden. In den Pulpasträngen der roten 
Milzpulpa konnten rRFC1-positive Zellen gefunden werden. Eine genaue Zuordnung war 
leider nicht möglich, jedoch schien das spezifische Signal mit den Retikulumzellen oder mit 
vereinzelten Makrophagen assoziiert zu sein. Eine spezifische Färbung in der weißen 
Milzpulpa konnte nicht nachgewiesen werden. Exemplarisch ist dieses Färbebild in der 
Abbildung 24 für den Nachweis mit dem Antiserum ID7-75 dargestellt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 24: Nachweis des rRFC1-Proteins in der Milz durch das ID7-75 Antiserum (1:1000) mittels der indirekten 
Immunhistochemie (20fache Vergrößerung) 
In der Milz ist das rRFC1-Protein, sichtbar durch braune Präzipitate,  ausschließlich in der roten Milzpulpa (rMP) 
nachweisbar. In der weißen Milzpulpa (wMP) konnte kein spezifisches Signal detektiert werden. 
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Im Thymus konnte das rRFC1-Protein in vereinzelten Zellen sowohl in der äußeren dichten, 
zellreichen Rindenzone (Cortex) als auch in der inneren helleren, zellärmeren Markzone 
(Medulla) nachgewiesen werden. Eine genaue Zuordnung war wie bei der Milz nicht möglich, 
jedoch schien das rRFC1-Protein mit vereinzelten Makrophagen oder Monozyten assoziiert 
zu sein. Alle drei Antiseren zeigten ein ähnliches Färbebild, das in Abbildung 25 
exemplarisch für das Antiserum ID7-75 dargestellt ist. Die Färbebilder mit Antiseren ID1-93 
und OD1-74 waren nicht so stark ausgeprägt bei etwas stärkerem Hintergrund.  
In beiden Organen war eine Färbung mit dem Präimmunserum negativ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 25: Immunfärbung des rRFC1-Proteins im Thymus mit dem ID7-75 Antiserum (1:1000); (A: 20fache 
Vergrößerung; B: 100fache Vergrößerung) 
Die Expression des rRFC1-Proteins im Thymus beschränkt sich auf vereinzelte Zellen (Z), die sowohl in der 
Rinden- (RZ) als auch in Markzone (MZ) nachweisbar sind.  
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Hoden 
Im Hoden konnte das rRFC1-Protein in Bereich der Hodenkanälchen (Tubuli seminiferi 
convoluti) in den Sertoli-Zellen detektiert werden. Demgegenüber konnte in den 
Spermatogonien, in den verschiedenen Stadien männlicher Keimzellen während der 
Spermatogenese und in den ausdifferenzierten Spermien das rRFC1-Protein nicht 
nachgewiesen werden.  Die Leydig-Zellen waren ebenfalls negativ. Ein spezifischer 
Nachweis des Proteins gelang nur mit dem Antiserum ID7-75 (siehe Abb. 26). Eine Färbung 
mit dem entsprechenden Präimmunserum war negativ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 26: Nachweis des rRFC1-Proteins im Hoden durch das ID7-75 Antiserum (1:1000) mittels der indirekten 
Immunhistochemie (A: 10fache Vergrößerung, B: 100fache Vergrößerung) 
Im Hoden konnte das rRFC1-Protein im Bereich der Hodenkanälchen (HK) in den Sertoli-Zellen (SZ) detektiert 
werden. Die Spermatogonien (SG) und die verschiedenen Stadien der Spermatogenese (SP) stellten sich negativ 
dar. Weiterhin konnte auch in den Leydig-Zellen (LZ) das rRFC1-Protein nicht nachgewiesen werden. 
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Gehirn 
Bei dem Nachweis des rRFC1 im Gehirn konnte mit allen drei Antiseren eine Färbung in der 
apikalen Membran der oberflächlichen Epithelzellen des Adergeflechts (Plexus choroidea) 
beobachtet werden (siehe Abb. 27 A). Außerdem war an der Pia Mater und in ihren 
oberflächlichen Einziehungen das rRFC1-Protein nachweisbar (nicht gezeigt). Im Bereich 
kleiner Gefäße, die funktionell die Blut-Hirn-Schranke darstellen, wurde das Protein ebenfalls 
detektiert (siehe Abb. 27 B). Die Signale mit dem Antiserum OD1-74 waren sehr schwach 
und das Antiserum ID1-93 zeigte eine starke Hintergrundfärbung, so dass in Abbildung 27 
eine Färbung mit dem Antiserum ID7-75 dargestellt ist. Mit dem Präimmunserum konnte kein 
spezifisches Signal detektiert werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 27: Immunfärbung des rRFC1-Proteins im Gehirn (A/B: 100fache Vergrößerung) mit dem ID7-75 Antiserum 
(1:1000) 
Im Plexus choroideus (siehe A) konnte das rRFC1-Protein im Bereich der apikalen Membran (AM) der 
oberflächlichen Epithelzellen detektiert werden. Im Bereich der basolateralen Membran (BM) war kein 
spezifisches Signal nachweisbar. Weiterhin war ein spezifisches Signal im Bereich kleiner Gefäße (siehe B; KG) 
und in der Pia mater (nicht gezeigt) detektierbar. 
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Lunge 
In der Lunge konnten mit allen drei Antiseren nur im Bereich kleiner Bronchen im Bronchien-
assoziiertem-lymphatischem-Gewebe (BALT) rRFC1-positive Zellen nachgewiesen werden 
(siehe Abb. 28 mit Antiserum ID7-75). Die Kontrollinkubation mit Präimmunseren war 
negativ. Eine genaue Zuordnung zu bestimmten Zellen war jedoch nicht möglich. Alle drei 
Antiseren zeigten weiterhin positive Reaktionen in den größeren Bronchen. Diese 
Reaktionen waren jedoch auch mit dem jeweiligen Präimmunserum induzierbar, so dass 
diese Signale als nicht spezifisch für das rRFC1-Protein anzusehen sind. Das alveoläre 
Gewebe stellte sich negativ dar (nicht gezeigt). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 28: Nachweis des rRFC1-Proteins in der Lunge durch das ID7-75 Antiserum (1:1000) mittels der indirekten 
Immunhistochemie (20fache Vergrößerung) 
In der Lunge konnte das rRFC1-Protein nur im Bronchien-assoziiertem-lymphatischem-Gewebe (BALT) im 
Bereich kleiner Bronchen (B) in einzelnen Zellen (Z) nachgewiesen werden. Das alveoläre Gewebe stellte sich 
negativ dar (nicht gezeigt). 
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Muskel- und Herzgewebe 
Eine spezifische Färbung im Bereich des Perimysiums konnte mit dem Antiserum ID7-75 im 
quergestreiften Muskelgewebe beobachtet werden (Abb. 29 A mit Antiserum ID7-75), wobei 
eine Färbung mit dem Präimmunserum negativ war. Eine genaue Zuordnung zu Blut-, 
Lymphgefäßen oder zu Nervenfasern war dabei nicht möglich. Die eigentlichen Muskelzellen 
stellten sich negativ dar. Dieses Ergebnis konnte mit allen drei Antikörpern bestätigt werden.  
Im Herzmuskelgewebe konnte mit allen drei Antiseren ebenfalls ein spezifisches Signal im 
Bereich kleiner Gefäße nachgewiesen werden. In den Herzmuskelzellen konnte kein 
spezifisches Signal detektiert werden (Abb. 29 B mit Antiserum ID7-75). Eine Färbung mit 
dem Präimmunserum war negativ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 29: Immunfärbung des rRFC1-Proteins in Muskel- und Herzgewebe mit dem ID7-75 Antiserum (1:1000); 
(20fache Vergrößerung) 
Im Muskelgewebe (A) konnte nur im Perimysium (PM) das rRFC1-Protein nachgewiesen werden, während die 
eigentlichen Muskelzellen (MZ) sich negativ darstellten. Im Herzgewebe (B) war eine Expression des rRFC1-
Proteins (gekennzeichnet durch einen Pfeil) nur im Bereich kleiner Gefäße (KG) nachweisbar. In den 
Herzmuskelzellen (HZ) konnte kein spezifisches Signal nachgewiesen werden.  
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Bei einem Vergleich der Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchung der rRFC1 
Proteinexpression mit der Genexpression (siehe 4.3.1), lassen sich die Ergebnisse sehr gut 
übertragen. So wurde in Geweben mit einer hohen Genexpression (Niere, Milz, Thymus, 
Gehirn) auch eine starke Färbung nachgewiesen. In Geweben mit einer schwachen 
Genexpression konnte auch nur ein schwaches Signal in der Immunhistochemie detektiert 
werden, das oftmals nicht vom Parenchym sondern entweder von kleinen Gefäßen (Herz, 
Muskel) oder von assoziierten lymphatischen Gewebe (Lunge, Ileum) ausging. 
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5  Diskussion 
 
Wie anhand von RFC1-/- knockout Mäusen gezeigt werden konnte, besitzt der RFC1 eine 
essentielle Bedeutung für das Überleben eines Tieres (ZHAO et al. 2001b). RFC1-/- 
Knockouts verstarben bereits in utero, konnten aber durch Folsäure Supplementation der 
RFC+/- Muttertiere zum Teil bis zur Geburt überleben. Die Neugeborenen zeigten eine 
Abwesenheit von Erythropoese im Knochenmark, Milz und Leber, die mit einer lymphoiden 
Depletion in der weißen Milzpulpa und im Thymus einherging. Obwohl die funktionellen 
Eigenschaften des RFC1 gut untersucht sind, sind allerdings bisher zur Expression und 
Lokalisation des Proteins in verschiedenen Geweben, bis auf eine Studie von WANG et al. 
(2001), die den murinen RFC1 immunhistochemisch im Gastrointestinaltrakt, Milz, Niere, 
Leber, Gehirn nachweisen konnten, keine systematischen Studien durchgeführt worden. 
Diese Untersuchungen sind aber ein wichtiger Bestandteil für das Verständnis der Rolle des 
RFC1 beim Transport reduzierter Folate in verschiedenen Geweben und können auch 
wichtige Erkenntnisse über die Ursachen für die Zelltoxizität des Antifolaten MTX liefern.  
In dieser Arbeit sollten daher in einem ersten Schritt rRFC1-spezifische Antiseren generiert 
werden, um anschließend das rRFC1-Protein im Western Blot und mittels immunhisto-
chemischer Verfahren in verschiedenen Geweben nachweisen zu können. Zum Vergleich 
des immunologischen Nachweises des rRFC1-Proteins mit der Expression des rRFC1-Gens, 
wurden zusätzlich RT-PCR Analysen durchgeführt.  
 
5.1  Herstellung rRFC1 spezifischer Antiseren 
 
Für den spezifischen Nachweis des rRFC1-Proteins wurden in dieser Arbeit polyklonale 
Antiseren gegen ausgewählte, potentiell antigene Aminosäuresequenzen des rRFC1 erzeugt 
(siehe 4.1.1). Für die Herstellung der Antigene stehen dabei grundsätzlich zwei Methoden 
zur Auswahl. Eine Möglichkeit ist die direkte Synthese von kurzen Aminosäuresequenzen (in 
der Regel 10-20 AS), die anschließend an Trägermoleküle gekoppelt werden. Bei dieser 
Methode kann es jedoch aufgrund des sehr kurzen Peptids zu einer inkorrekten Ausbildung 
antigener Epitope oder zu einer Maskierung des Haptens durch seinen Kopplungspartner 
kommen. Beide beschriebenen Phänomene würden zu einer mangelnden Immunantwort 
führen. Eine andere Methode, die auch bei dieser Arbeit verwendet wurde, ist die Herstellung 
rekombinanter Proteinfragmente, welche die Auswahl größerer Sequenzabschnitte (z. B. ID7 
entspricht 67 AS, siehe Tab. 2) zulässt und damit die Ausbildung mehrerer vollständiger 
antigener Epitope ermöglichen sollte. Weiterhin sollte keine Haptenkopplung erfolgen, um 
eine Maskierung dieser Epitope zu vermeiden. Die ausgewählten Sequenzabschnitte wurden 
als Fusionskonstrukte in bakteriellen Expressionssystemen exprimiert und nach 
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entsprechender Aufarbeitung für die Immunisierungen verwendet (siehe 4.1). Bei der 
Expression und der Reinigung der verschiedenen Fusionsproteine traten jedoch teilweise 
Probleme auf, die nicht in allen Fällen gelöst werden konnten. 
 
Bildung wasserunlöslicher Produkte 
Bei den Fusionsproteinen pET-ID1, pET-OD1, pET-TS1 und pET-RFC2 wurde die Bildung 
wasserunlöslicher Produkte beobachtet (siehe 4.1.3). Obwohl Fusionsproteine mit einem 
GST-Anteil überwiegend wasserlöslich sind (BRAUN et al. 2002), kann es jedoch in einigen 
wenigen Fällen zu der Expression wasserunlöslicher Proteine kommen (TERPE 2003). Als 
mögliche Ursache gibt TERPE (2003) das Vorhandensein hydrophober Abschnitte oder stark 
geladener Regionen an. SHIMADA et al. (2005) konnten zeigen, dass die Löslichkeit von 
Fusionsproteinen mit der Anzahl hydrophiler Sequenzabschnitte des Fusionsproteins 
korreliert. Anhand des Hydrophobizitätsprofils nach KYTE und DOOLITTLE (1982) konnte 
ermittelt werden, dass die Aminosäuresequenz des ID7-Peptids nur 20% hydrophobe 
Abschnitte aufwies, während dieser Wert z.B. bei ID1 bereits 25% und bei OD1 sogar 45% 
betrug. So scheint die mangelnde Löslichkeit der oben beschriebenen Proteine in dem 
höheren Anteil hydrophober Sequenzen begründet zu sein. Durch den Zusatz von  0,5 % 
Triton X-100 als Detergenz, wie von  FRANGIONI u. NEEL (1993) beschrieben wird, war 
eine Aufarbeitung der oben genannten Fusionsproteine jedoch möglich.  
 
Fehlende Bindung des Fusionsproteins pET-TS1 an die Ni-NTA-Matrix 
Das Fusionsprotein pET-TS1 konnte infolge einer fehlenden Bindung des Proteins an die Ni-
NTA-Matrix nicht aufgereinigt werden (siehe 4.1.4). Vermutlich war der Hexahistidintag nicht 
vollständig zugänglich (AMERSHAM BIOSCIENCES 2001). Eine Ausbildung von 
Tertiärstrukturen der TS1-spezifischen Sequenz könnte dabei zu einer Maskierung beider 
(His)6-Tags geführt haben. Damit wäre eine Bindung der Histidine an die Ni-NTA Matrix nicht 
mehr möglich gewesen. 
 
Zusätzliche Proteinbanden bei Expression pET-ID4 
Bei der Expression und affinitätschromatographischen Aufreinigung des Fusionsproteins 
pET-ID4 waren neben der erwarteten Bande bei 42,4 kD noch zwei zusätzliche 
Proteinbanden (~ 26 kD, ~ 32 kD) sichtbar (siehe 4.1.3 und 4.1.4). Es kann davon 
ausgegangen werden, dass es sich bei diesen drei Proteinbanden um Fusionskonstrukte 
handelt, da im Western Blot mit einem gegen den (His)6-Tag gerichtetem Antiserum diese 
jeweils positiv reagierten (siehe 4.1.4). Da verschiedene Klone verwendet wurden und jedes 
Plasmid zur Vermeidung von Mutationen vor der Transformation sequenziert wurde (siehe 
3.2.1.4), kann die Bildung unvollständiger Proteine durch das Auftreten von Stopcodons, die 
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durch Mutationen entstanden sein könnten, ausgeschlossen werden. Eine andere 
Möglichkeit der Entstehung ist eine proteolytische Spaltung des exprimierten Proteins, die 
aufgrund der Größe der degradierten Proteine nacheinander an zwei Stellen erfolgt sein 
müsste. Diese ist allerdings unwahrscheinlich, da dem Lysat Proteaseinhibitoren zugesetzt 
wurden. Ganz auszuschließen ist sie allerdings nicht, da eine Proteolyse schon vor Zusatz 
der Inhibitoren stattgefunden haben könnte. HALBHUBER et al. (2003) haben ein ähnliches 
Problem der Bildung fragmentierter Fusionsproteine beschrieben, wobei sie eine Spaltung 
durch E. coli eigene Enzyme vermuten. Mögliche infrage kommende Enzyme (Lon-, ClpXP- 
und HflB-Protese) wurden von GOTTESMAN (1996) beschrieben.  
 
Bildung toxischer Fusionsproteine 
Bei dem Klon TMD6-7, welcher zwischen der 6. und 7. Transmembrandomäne einen 
längeren hydrophilen Sequenzanteil von 68 Aminosäuren enthält, blieb eine Expression 
nachweisbarer Mengen seines Fusionsproteins aus, welche auch durch eine Änderung der 
Inkubationsbedingungen nicht induziert werden konnte (siehe 4.1.3). Damit im 
Zusammenhang stehend konnte ein Sistieren des Wachstums der Bakterien beobachtet 
werden (siehe 4.1.3). Diese beiden Ergebnisse weisen auf eine toxische Wirkung des 
Proteins auf die Bakterien hin. TMD6-7 unterscheidet sich von ID4, welches keine toxischen 
Wirkungen aufwies, nur durch die Anwesenheit der flankierenden Transmembrandomänen. 
Tatsächlich induzieren Membranproteine, die als rekombinante Fusionsproteine exprimiert 
werden, im Gegensatz zu zytosolischen Proteinen häufig toxische Effekte auf das 
Expressionssystem (MIROUX u. WALKER 1996; ASOH et al. 1998).  MONTIGNY et al. 
(2004) beschreiben, dass die Toxizität wahrscheinlich durch die Insertion der 
entsprechenden hydrophoben Abschnitte in die Zellmembran der Bakterien bedingt ist. 
Dieses könnte zu einer Destabilisierung der Membran oder zur Ausbildung einer Pore führen 
(MONTIGNY et al. 2004). Das bedeutet für das Protein TMD6-7, dass wahrscheinlich eine 
Insertion der beiden TMD in die Bakterienmembran zu den toxischen Effekten geführt hat.  
 
Ausflockung der Fusionsproteine bei Dialyse 
Bei der Überführung der affinitätsgereinigten Eluate in einen für den Enterokinase-Verdau 
kompatiblen Puffer (20 mM Tris-HCl, 50 mM NaCl, pH 7,4) mittels Dialyse fielen die 
Fusionsproteine aus (siehe 4.1.5). Bei starken Verringerungen der Salzkonzentrationen [hier: 
kein Imidazol; Konzentration des NaCl nur noch ein Zehntel (50mM) der Konzentration im 
Elutionspuffer] können die Proteine aufgrund der geringen Ionenstärke teilweise ausfallen. Je 
geringer die Ionenkonzentration im jeweiligen Puffer ist, umso eher neigen die Proteine dazu, 
ihre Oberflächenladung gegenseitig durch Aggregatbildung zu kompensieren (MCPHERSON 
2004). Große Aggregate können schließlich unlösliche Präzipitate bilden. Mit Hilfe einer 
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experimentellen Ermittlung der Ionenstärke, bei der die Proteine gelöst bleiben, die 
Enterokinase aber aktiv ist, konnte durch stufenweise Reduzierung der NaCl- und Imidazol-
Konzentration ein kompatibler Puffer (20 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 200 mM Imidazol, pH 
8,0) ermittelt werden (siehe 4.1.5). Die Präzipitation der Proteine wurde bei der Herstellung 
der spezifischen Säule für die affinitätschromatographische Reinigung der Antiseren zur 
Konzentrierung des Proteins ausgenutzt: in einem ersten Schritt wurden die 
affinitätsgereinigten Fusionsproteins mittels Dialyse in einen Puffer geringerer Ionenstärke 
(PBS) ausgefällt. YOSHIDA et al. (2005) haben gezeigt, dass die Aggregation eines 
Fusionsproteins nach der affinitätschromatographischen Aufreinigung durch die Zugabe von 
ausgewählten Additiven (5 mM EDTA, 250 mM NaCL, 5 mM DTT) verhindert werden kann. 
Ausgehend von diesem Ansatz konnte in dieser Arbeit durch Zusatz von 15 mM EDTA und 
einer anschließenden Lösung in den Kopplungspuffer (0,1 M NaHCO3, 0,5 M NaCl, pH 8,3-
8,5 eingestellt mit 1 M NaOH das präzipitierte Protein wieder gelöst und auf die gewünschte 
Konzentration gebracht werden.  
 
Integrale Membranproteine wie der rRFC1, die physiologische Funktionen übernehmen, sind 
oftmals sehr konservative Proteine und lösen daher bei Immunisierungen eher geringe 
antigene Reaktionen aus (GRABMAIER et al. 2000). Aus diesem Grund wurden mit jedem 
Immunogen jeweils drei Kaninchen immunisiert, um die Wahrscheinlichkeit für eine 
Immunantwort zu erhöhen. Die Reaktion auf die einzelnen rRFC1-spezifischen Peptide 
differierte dann auch sehr stark (siehe 4.2.1): während bei der Immunisierung mit dem ID7-
spezifischen Peptid die Seren von zwei der drei Kaninchen (ID7-71, ID7-75) in der indirekten 
Immunfluoreszenz (siehe 4.2.1) spezifische Reaktionen zeigten, konnten in den Antiseren 
der mit den ID1- bzw. OD1-spezifischen Peptiden immunisierten Tiere kein spezifisches 
Signal detektiert werden. Dieses befindet sich in Übereinstimmung mit dem von ID7 zu ID1 
zu OD1 abnehmendem antigenen Index (siehe 4.1.1). So wurden für die ID7-spezifische 
Sequenz 5-7 hoch antigene Bereiche vorhergesagt, während bei der OD1-spezifischen 
Sequenz zwei Bereiche ermittelt werden konnten (ID1: ein bis zwei Bereiche). Ferner muss 
bedacht werden, dass bei steigender AS-Zahl die Wahrscheinlichkeit hoch antigener Epitope 
zunimmt. Bei einem Vergleich der Sequenzen fällt auf, dass die ID7-spezifische Sequenz (67 
AS) im Gegensatz zur ID1- (27 AS) und OD1-spezifischen Sequenz (33 AS) ein wesentlich 
höhere Zahl an AS aufweist und somit die Wahrscheinlichkeit für hoch antigene Epitope für 
die Bildung spezifischer Antikörper mehr als doppelt so hoch sein dürfte.  
Um eine höhere Antigenität für ID1 und OD1 zu erzielen, wurden bei einer erneuten 
Immunisierung die kompletten Fusionsproteine verwendet (siehe 4.2.1).  
Mit den Antiseren ID1-91 und ID1-93 der mit dem Fusionsprotein pET-ID1 immunisierten 
Tiere konnten in der Immunfluoreszenz an MDCK-RFC-HA Zellen rRFC1-spezifische Signale 
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detektiert werden (siehe 4.2.1). Während die anschließende affinitätschromatographische 
Aufreinigung des Antiserums ID1-93 gelang, ging die spezifische Reaktivität des Antiserums 
ID1-91 durch Bindung an ein Fusionsprotein (pET-41) ohne rRFC1-spezifische Sequenzen 
auf der Vorsäule verloren (siehe 4.2.2). Dies kann eventuell darauf zurückgeführt werden, 
dass die spezifischen Antikörper gegen ein vom Fusionsteil auf die ID1-spezifische Sequenz 
übergehendes Epitop gerichtet waren und somit beide Sequenzen erkannten. Da jedoch 
aufgrund einer hohen Hintergrundreaktivität auf diese Aufreinigung nicht verzichtet werden 
konnte, stand das Antiserum damit für weitere Untersuchungen nicht mehr zur Verfügung.  
Der RFC1 zeigt im Bereich der ersten extrazellulären Schleife, welche hier OD1 entspricht, 
an As 58 eine Glykosylierung (WONG et al. 1998, HONSCHA et al. 2000). Diese 
posttranslationale Glykosylierung kann durch das Zellgift Tunicamycin verhindert werden 
(PRICE et al. 1992; TORDAI et al. 1995), was bereits für den hRFC1 gezeigt wurde (WONG 
et al. 1998). Durch Studien an MDCK-RFC-HA Zellen (KNEUER et al. 2004), in denen das 
rRFC1-Protein in glykosylierter oder nach einer entsprechenden Behandlung mit 
Tunicamycin in unglykosylierter Form vorlag (siehe 4.2.1), konnte mittels indirekter 
Immunfluoreszenz gezeigt werden, dass das gegen die erste extrazelluläre Schleife 
gerichtete OD1-74 Antiserum nur die unglykosylierte Form des rRFC1-Proteins erkennt und 
es sich folglich um einen glykosylierungssensitiven Antikörper handelt. Damit besteht die 
Möglichkeit, mit diesem Antiserum in der indirekten Immunfluoreszenz bzw. in der 
Immunhistochemie Studien zum Glykosylierungszustand des rRFC1-Proteins durchzuführen. 
Für das rRFC1-Protein ist ein derartiges Antiserum bisher noch nicht beschrieben worden, 
da die anderen erzeugten Antiseren gegen den N- und C-Terminus bzw. gegen die große 
intrazelluläre Schleife nicht den Sequenzbereich umfassten (ZHAO et al. 2000; DUDEJA et 
al. 2001; WANG et al. 2001; IFERGAN et al. 2003). 
Für die folgenden Untersuchungen standen somit Antiseren gegen den intrazellulär 
gelegenen N- (ID1) und C-Terminus (ID7) und ein gegen ein extrazelluläres Epitop 
gerichtetes glykosylierungssensitives Antiserum zur Verfügung.  
 
5.2  Analyse des rRFC1-Proteins in einer MDCK-RFC1-HA Zelllinie 
 
KNEUER et al. (2004) konnten in einer MDCK-RFC-HA-Zelllinie, in der dem rRFC1-Gen ein 
HA-Tag angefügt wurde, so dass nach Transfektion das RFC1-Protein am C-Terminus 
diesen Tag enthält, in Western Blot Studien mit einem Anti-HA Antiserum ein Protein mit 
einem Molekulargewicht von ~ 72 kD detektieren. Da das vorhergesagte Molekulargewicht 
für den rRFC1 58 kD beträgt (HONSCHA et al. 2000), wurde dieser Unterschied mit einer 
posttranslationalen Glykosylierung des rRFC1 begründet. Ein direkter Beweis durch einen 
Vergleich mit einem deglykosylierten rRFC1-Protein fehlte jedoch. Weiter konnte das 
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Ergebnis bis dato nicht mit einem spezifischen Anti-rRFC1 Antiserum bestätigt werden. In 
der indirekten Immunfluoreszenz hatten KNEUER et al. (2004) eine Lokalisation des rRFC1-
Proteins im Bereich der Zellmembran der MDCK-RFC-HA Zellen beschrieben. In eigenen 
Studien sollten nun diese Ergebnisse mit rRFC1-spezifischen Antiseren bestätigt werden. 
In dieser Arbeit konnte mit dem Anti-ID7 Antiserum (ID7-75) im Lysat der MDCK-RFC-HA 
Zellen im Western-Blot ein spezifisches Protein bei ~ 71 kD detektiert werden (siehe 4.2.2). 
Dieses entspricht dem von KNEUER et al. (2004) bestimmten apparenten Molekulargewicht. 
Für den Nachweis eines unglykosylierten rRFC1-Proteins wurde eine mögliche 
posttranslationale Glykosylierung über eine Behandlung der Zellen mit Tunicamycin 
verhindert (PRICE et al. 1992; TORDAI et al. 1995). Im Lysat dieser Zellen konnte im 
Western-Blot mit dem ID7-75 Antiserum nun ein ~ 53 kD Protein nachgewiesen werden 
(siehe 4.2.2), welches als die unglykosylierte Form angesehen werden kann. Bestätigt wurde 
das Ergebnis mit dem glykosylierungssensitiven Antiserum OD1-74 (s.o.). Auffallend ist der 
Größenunterschied von ~ 5 kD zu dem vorhergesagten Molekulargewicht des rRFC1-
Proteins von 58 kD. Dieses kann unter der Vorbedingung, dass alle Sulfidbrücken gespalten 
und das Protein zu 100 % denaturiert ist, durch ein verändertes Laufverhalten von 
Membranproteinen, die einen hohen Anteil nicht-polarer, stark hydrophober Aminosäuren 
besitzen, erklärt werden (GENNIS 1989). So berichteten KIM et al. (2000), dass das in einer 
Western-Blot Analyse ermittelte Molekulargewicht des TSCOT-Protein (thymic stromal 
cotransporter), ebenfalls ein Membranprotein mit 12 TMD, um 7 kD geringer war als das 
vorhergesagte Molekulargewicht von 52 kD. Die Ursache kann in einer übermäßigen 
Bindung negativ geladener SDS-Moleküle an die hydrophoben Bereiche des Proteins liegen. 
Während lösliche Proteine mit etwa 1,4 g SDS/g Protein Komplexe bilden, kann dieser Wert 
bei den hydrophoben Membranproteinen weit überschritten werden. Aufgrund der damit 
verbundenen höheren Negativladung, wandert der Protein-/SDS-Komplex schneller in 
Richtung Kathode und suggeriert damit ein geringeres Molekulargewicht (GENNIS 1989).  
Mit allen drei zur Verfügung stehenden rRFC1-spezifischen Antiseren (Anti-ID7, Anti-ID1, 
Anti-OD1) konnte die von KNEUER et al. (2004) beschriebene Membranlokalisation des 
rRFC1-Proteins mittels indirekter Immunfluoreszenz an MDCK-RFC-HA Zellen bestätigt 
werden.  
Der humane RFC1 liegt ebenfalls in glykosylierter Form vor (MATHERLY et al. 1991; WONG 
et al. 1998). Der Nachweis der Glykosylierung erfolgte bei diesen Arbeiten nicht direkt über 
ein entsprechendes Antiserum sondern indirekt über einen Austausch der entsprechenden 
AS (Asp 58) durch Glutamin (WONG et al. 1998) bzw. über eine enzymatische 
Deglykosylierung (MATHERLY et al. 1991). WONG et al. (1998) konnten zeigen, dass der 
Glykosylierungszustand des hRFC1 keinen Einfluss auf seine Transportfunktion bzw. seine 
Lokalisation in der Zellmembran hat.  In der Regel ist eine Glycosylierung für die Funktion 
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nicht essentiell, sondern beeinflusst die Stabilität des Proteins (LÖFFLER 1998). Interessant 
ist, dass im Unterschied zu dem rRFC1 und dem hRFC1 für den murinen RFC1 in murinen 
Leukämiezellen (L1210) ein Molekulargewicht von 58 kD detektiert werden konnte, womit 
dieser Transporter in einer unmodifizierten Form in diesen Zellen vorliegt und funktional aktiv 
ist (ZHAO et al. 2000; WANG et al. 2001).  
 
5.3  Untersuchungen zur Gewebeverteilung des rRFC1 
 
5.3.1  Genexpression des rRFC1 in ausgewählten Geweben 
 
In verschiedenen Arbeiten wurde eine ubiquitäre Genexpression des RFC1 in humanen 
(Northern-Blot Analyse) und murinen Geweben (Real-Time RT-PCR) beschrieben, wobei die 
Höhe der Expression zwischen den einzelnen Geweben um den Faktor 12 variierte 
(WHETSTINE et al. 2002; LIU et al. 2005). Die Expression des rRFC1-Gens wurde von 
HONSCHA et al. (2000) in einem Northern-Blot an 8 ausgewählten Geweben untersucht. Da 
die Ergebnisse letzterer Untersuchung nicht im Einklang mit denen an anderen Spezies 
standen (siehe 2.3.3), wurde in dieser Arbeit die Expression des rRFC1-Gens in 
ausgewählten Geweben mittels RT-PCR Analysen überprüft (siehe 4.3.1). Die in dieser 
Arbeit erzielten Ergebnisse zeigen, dass das rRFC1-Gen ebenfalls ubiquitär in Geweben der 
Ratte exprimiert wird, wobei die Stärke der Expression  wie folgt variiert:  
in Übereinstimmung mit den Untersuchungen zur Genexpression des RFC1 der Maus und 
des Menschen (WHETSTINE et al. 2002; LIU et al. 2005) konnten bei der Ratte die höchsten 
Expressionsraten in Niere, Milz, Thymus, Gehirn und Colon detektiert werden. Ebenfalls 
nachgewiesen werden konnte die mRNA des rRFC1 in Hoden, Knochenmark, Leber, 
Duodenum, Jejunum und Lunge. Ein Signal nahe der Nachweisgrenze zeigten Muskel, Herz, 
Leukozyten, Ileum und Arterie. Die Expression des rRFC1-Gens im Hoden steht damit im 
Unterschied zu der Arbeit von HONSCHA et al. (2000), die im Hodengewebe der Ratte 
mittels Northern Blotting keine mRNA des rRFC1 nachweisen konnten. Ein Ansatzpunkt für 
eine Erklärung könnte in der ungleich schlechteren Sensitivität des Northern Blot im 
Vergleich zu einer RT-PCR liegen (SAMBROOK u. RUSSELL 2001). Dafür spricht auch, 
dass in murinen und humanen Hodengewebe analog zu dem rRFC1 ebenfalls eine hohe 
Genexpression beschrieben wurde (WHETSTINE et al. 2002; LIU et al. 2005).  
Deutliche Speziesunterschiede zeigten sich bei Leukozyten, bei der Leber und bei 
Muskelgewebe. Während in humaner Leber und humanen Leukozyten eine relativ hohe 
rRFC1-Genexpression beschrieben wird (WHETSTINE et al. 2002), konnte in der 
vorliegenden Arbeit (siehe 4.3.1) in der Leber der Ratte nur ein moderates Signal und in 
Leukozyten nur ein Signal nahe der Nachweisgrenze detektiert werden. Im Gegensatz zu der 
  Diskussion 
   
   
 84
hohen mRFC1-Genexpression im Muskelgewebe der Maus, konnte im Muskelgewebe der 
Ratte ebenfalls nur eine sehr geringe Genexpression nachgewiesen werden. Alle weiteren 
Gewebe zeigten vergleichbare Expressionsraten zwischen dem rRFC1 und dem humanen 
und murinen RFC1. Damit konnten für den rRFC1 qualitativ, aber nicht in jedem Fall 
quantitativ ähnliche Resultate wie bei den ebenfalls ubiquitär vorkommenden hRFC1 und 
mRFC1 gefunden werden. 
Dieses Verteilungsmuster der rRFC1-Genexpression reflektiert wahrscheinlich den Bedarf 
der einzelnen Gewebe an reduzierten Folaten, sowie deren Beitrag zum Folatstoffwechsel, 
insbesondere die Aufnahme, Speicherung und Elimination. Demzufolge zeigen Organe mit 
einer hohen Zellproliferation, wie Milz, Thymus, Hoden, Knochenmark, eine hohe Expression 
des rRFC1, während in ausdifferenzierten Geweben wie Herz, Muskel, Lunge nur Signale 
nahe der Nachweisgrenze detektierbar sind. Weiter wurden hohe Expressionsraten in den 
resorptiven Abschnitten des Darmes (Duodenum, Colon), in der Leber als zentrales 
Stoffwechsel- und Speicherorgan und in der Niere als Eliminationsorgan nachgewiesen.  
 
5.3.2  Nachweis des rRFC1-Proteins im Western Blot 
 
Um die Genexpression des rRFC1 mit dem Nachweis des rRFC1-Proteins vergleichen zu 
können, sollte der Gehalt in den einzelnen Geweben über Western-Blot Analysen quantitativ 
bestimmt werden. Dieses gelang jedoch nur mit dem ID7-75 Antiserum in der Niere, wo zwei 
positive Banden nachweisbar waren (55 kD und 95 kD; siehe 4.3.2). In Geweben, wo nach 
der RT-PCR Analyse ebenfalls eine Expression des Transporters erwartet wurde (Milz, 
Thymus), konnte kein spezifisches Signal detektiert werden.  
Bei einem Vergleich des rRFC1 Proteingehaltes in MDCK-RFC-HA Zellen und im 
Nierengewebe wurde für letzteres ein deutlich geringeres Signal erhalten (siehe 4.3.2). 
Anhand der Ergebnisse der RT-PCR (siehe 4.3.1) kann unterstellt werden, dass der Gehalt 
des rRFC1-Protein in Milz und Thymus geringer als in der Niere ist. Daraus folgt, dass die in 
diesen Geweben vorhandene Proteinmenge unterhalb der Nachweisgrenze des 
zugänglichen Nachweissystems liegen muss. Über die Verwendung sensitiverer 
Nachweismethoden, wie z.B. Chemilumineszenz-Techniken oder radioaktiv markierte 
Sekundärantikörper, kann in Folgearbeiten versucht werden, das rRFC1-Protein auch in 
diesen Geweben spezifisch nachzuweisen. Wie in Kapitel 2.3.3 bereits ausführlich dargelegt 
wurde, konnte das RFC1-Proteins in natürlichen Geweben mit spezifischen Antiseren im 
Western Blot nur in einzelnen Abschnitte des Intestinums (CHIAO et al. 1997; DUDEJA et al. 
2001; BALAMURUGAN u. SAID 2003) bzw. in Osteosarkomen (IFERGAN et al. 2003) 
detektiert werden.  
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In der Niere konnten mit dem gegen den C-Terminus gerichteten Antiserum ID7-75 zwei 
Banden bei 55 kD und 95 kD detektiert werden, deren Spezifität durch Blocking des 
Primärantikörpers mit den verwendeten Antigen nachgewiesen wurde (siehe 4.3.2). Bei einer 
erwarteten Produktgröße für das unmodifizierte Protein von 58 kD (HONSCHA et al. 2000) 
scheint die Bande bei 55 kD diese unmodifizierte Form darzustellen. Die leichte Abweichung 
zu dem erwarteten Molekulargewicht ist mit dem schon oben erwähnten verändertem 
Laufverhalten zu erklären (GENNIS 1989).  Bei der zweiten detektierten Bande bei 95 kD 
gibt es zwei Erklärungsansätze für die Entstehung: a) Dimerisierung, b) extensive 
Glycosylierung. Für andere Transporter (humaner Serotonintransporter, humaner ABC 
Transporter ABCG2) ist das Auftreten von Dimeren beschrieben worden (JUST et al. 2004; 
BHATIA et al. 2005). Es würde zu einer Zusammenlagerung zweier unmodifizierter rRFC1-
Proteine kommen. Dabei wäre bei einem berechneten Molekulargewicht von 58 kD eine 
Produktgröße von 116 kD in der unmodifizierten Form zu erwarten. Unter Berücksichtigung 
eines veränderten Laufverhaltens hydrophober Proteine in der SDS-PAGE (s.o.) kann die im 
Western Blot zu ermittelnde Produktgröße geringfügig nach unten abweichen (GENNIS 
1989; KIM et al. 2000). Allerdings ist es unwahrscheinlich, dass dieser Unterschied ~ 20 kD 
beträgt. Wahrscheinlicher für die Entstehung dieser Bande bei 95 kD ist der zweite 
Erklärungsansatz einer extensiven Glykosylierung. Für den humanen RFC1 ist eine 
Glykosylierung des Proteins in Leukämiezellen bereits beschrieben worden, wobei Banden 
zwischen 85 und 92 kD detektiert wurden (MATHERLY 2001). Somit könnte bei der Ratte 
ebenfalls eine extensive Glykosylierung des RFC1-Proteins zu einem deutlich höheren 
Molekulargewicht geführt haben.  
 
5.3.3  Bedeutung der Expression des rRFC1 in ausgewählten Geweben 
 
Gastrointestinaltrakt 
Da Ratten und andere Säuger nicht in der Lage sind, Folate zu synthetisieren, sind sie auf 
eine exogene Zufuhr dieses Vitamins angewiesen. Dabei wird Folat über zwei Wege dem 
Körper bereitgestellt (DUDEJA et al. 2001): zum einen werden mit der Nahrung 
polyglutamierte Folate zugeführt und nach Hydrolyse zu Monoglutamaten in die Enterozyten 
der oberen Bereiche des kleinen Intestinums transportiert (WANG et al. 2001). Zum anderen 
können Bakterien der normalen Mikroflora des Colons Folat synthetisieren, welches dort 
direkt von den Enterozyten aufgenommen wird (BALAMURUGAN u. SAID 2003).  
Diese Arbeit zeigt, dass der RFC1 der Ratte im Bereich der apikalen Membran der 
Enterozyten des kleinen und großen Intestinums lokalisiert ist. Dabei konnte das stärkste 
Signal in der Immunhistochemie (siehe 4.3.3) im Duodenum und im Colon detektiert werden, 
während es im Jejunum und Ileum geringer und im Rektum nicht detektierbar war. Die RT-
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PCR Analyse bestätigt diese Verteilung (siehe 4.3.1). WANG et al. (2001) haben für den 
murinen RFC1 eine vergleichbare Lokalisation nachgewiesen, wobei sie das stärkste Signal 
im Jejunum detektiert hatten. Der humane RFC1 konnte in Western-Blot Studien ebenfalls 
nach Präparation unterschiedlicher Membranfraktionen in der apikalen Membran 
nachgewiesen werden, wobei jedoch lediglich Jejunum und Colon untersucht wurden 
(DUDEJA et al. 2001).  
Der Nachweis des rRFC1 in der apikalen Membran spricht für eine bedeutende Rolle des 
rRFC1 bei der Folataufnahme im Intestinum, wobei, wie hier gezeigt, die Verteilung des 
Proteins in den einzelnen Darmabschnitten mit dem Vorkommen von Folaten im Darmlumen 
übereinstimmt. Folat-Rezeptoren werden im kleinen Intestinum nicht exprimiert und spielen 
somit keine Rolle bei der Aufnahme in die Enterozyten (VILLANUEVA et al. 1998; WEITMAN 
et al. 1992b). Nach dem Transport in die Zelle, wird das Folat unter anderem über MRP 
Exporter (MRP2 ist in der basolateralen Membran der murinen intestinalen Epithelzellen 
lokalisiert) in den submucosalen kapillären Raum transportiert (PENG et al. 1999). Eine 
Beteiligung des RFC1 bei der Folataufnahme im Intestinum ist schon in früheren Arbeiten 
beschrieben worden (CHIAO et al. 1997; NGUYEN et al. 1997; SAID et al. 1996). 
Insbesondere ist beobachtet worden, dass die Expression des Transporters in einem 
direkten Zusammenhang mit dem Folatstatus steht (SAID et al. 2000). Dabei wurde bei einer 
Zunahme der oralen Folatverfügbarkeit die Expression des RFC1-Proteins gesenkt, während 
bei einem Folatmangel eine gesteigerte Expression festgestellt wurde. 
Oral verabreichtes MTX dürfte damit ebenfalls hauptsächlich im Bereich des Duodenums 
über den rRFC1 in die Enterozyten transportiert werden. Somit könnten die mit einer MTX 
Therapie verbundenen gastrointestinalen Störungen (KINDER et al. 2005; HIRSCHBERGER 
et al. 2000) über eine direkte Hemmung der Zellproliferation der Enterozyten erklärt werden.  
Die Bedeutung des rRFC1 in den Peyer´schen Platten wird im Abschnitt, der die 
lymphatischen Gewebe behandelt, ausführlich diskutiert.  
 
Niere 
Das Muster der Lokalisation des rRFC1 in der Niere unterscheidet sich von der Verteilung im 
Gastrointestinaltrakt. Im Gegensatz zur dortigen apikalen Lokalisation konnte der rRFC1 in 
der Niere im basolateralen Bereich der Tubulusepithelzellen nachgewiesen werden. Dieses 
entsprach der Erwartung, da KNEUER et al. (2004) in einer mit dem rRFC1 transfizierten 
caninen Nierenzelllinie (MDCK) eine basolaterale Lokalisation dieses Transporters 
beobachtet hatten und diese Lokalisation auch für den murinen RFC1 von WANG et al. 
(2001) nachgewiesen wurde.  
Durch funktionelle Studien konnten KNEUER et al. (2004) zeigen, dass dem rRFC1 in der 
Niere im Rahmen der Elimination des MTX eine Rolle bei der tubulären Sekretion 
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zuzuordnen ist. Nach Transport des MTX über den rRFC1 aus dem Blut in die Zelle würde 
der Export des MTX aus der Zelle in das Tubuluslumen dabei hauptsächlich über die 
unidirektionalen Folat-transportierenden MRP-Exporter MRP1/2 erfolgen (SCHAUB et al. 
1999; BAKOS et al. 2000; KONNO et al. 2003). 
Theoretisch ist auch eine Involvierung des rRFC1 an einem absorptiven Prozess möglich, 
wenn dieser an einen geeigneten Transporter an der apikalen Membran gekoppelt ist.  Solch 
eine Situation wurde von MORSHED et al. (1997) für Folat angeregt. In der apikalen 
Membran der Tubulusepithelzellen konnte eine Expression der Folat-Rezeptoren 
nachgewiesen werden, dem somit als reinem Import-Carrier eine wichtige Funktion bei der 
Reabsorption von Folat aus dem Primärharn zukommt (WEITMAN et al. 1992a). Die 
Ausschleusung des Folat aus der Zelle über die basolaterale Membran könnte über den 
RFC1 erfolgen. Bedacht werden muss jedoch, dass die Affinität des rRFC1 für Folsäure (Km 
200-400 µM) gegenüber reduzierten Folaten (Km 1-10 µM) wesentlich geringer ist (ASSARAF 
u. GOLDMAN 1997; JANSEN et al. 1998) und somit eine Beteiligung eher unwahrscheinlich 
ist. 
Als eine Hauptursache für die Toxizität des MTX in der Niere wird eine Auskristallisation des 
Metaboliten 7-OH-MTX in den Tubuli beschrieben (JOSTING et al. 1998). Allerdings ist 
durch die Aufnahme des MTX über den rRFC1 in die Epithelzellen auch eine direkte 
Schädigung dieser Zellen diskutiert worden (DERAY et al. 1989; PERAZELLA 1999). 
Während HEMPEL et al. (2003) keine toxischen Effekte des MTX auf die Nierentubuli 
nachweisen konnten, berichteten KNEUER et al. (2004) über eine fünffache Zunahme der 
Toxizität des MTX gegenüber einer den rRFC1 exprimierenden MDCK-Zelllinie (canine 
Nierenzellen). Weiterhin konnten EL-BADAWI et al. (1996) in elektronen-mikroskopischen 
Studien MTX-bedingte Veränderungen an den distalen Tubuli nachweisen. Somit liegt eine 
Beteiligung des rRFC1 an der Nephrotoxizität des MTX nahe. 
 
Leber  
Nach der Aufnahme im Intestinum und Transport über das portale Netzwerk in die Leber 
werden Folate und MTX von den Hepatozyten zur Speicherung aufgenommen (HALSTED 
1979; BRZEZIŃSKA et al. 2000). In dieser Arbeit konnte in der Hepatozytenmembran der 
rRFC1 detektiert werden, wobei sich die Expression auf den periportalen Bereich 
beschränkte. In Gallengängen konnte der rRFC1 nicht nachgewiesen werden. Eine ähnliche 
Lokalisation konnte für den murinen RFC1 nachgewiesen werden, wobei allerdings keine 
regionale Beschränkung beschrieben wurde (WANG et al. 2001). Die Lokalisation des 
rRFC1 auf den periportalen Bereich legt die Vermutung nahe, dass die Speicher- und 
Stoffwechselprozesse der Folate in der Leber bei Aufnahme über den rRFC1 in die Zelle in 
diesem Bereich stattfinden. Die fehlende cholangiozytäre Expression befindet sich in 
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Übereinstimmung mit Studien, die eine anschließende Elimination aus den Hepatozyten in 
die Gallengänge hauptsächlich über MRP2 und MRP3 ohne Beteiligung des Rfc1 zeigten 
(BÜCHLER et al. 1996; KOOL et al. 1999; KUSUHARA et al. 1998). 
Da MTX, wie auch Folate, in der Leber in der Form von Polyglutamaten gespeichert wird, ist 
dieses Organ aufgrund der damit  verbundenen längeren Verweildauer des MTX besonders 
den toxischen Wirkungen des MTX ausgesetzt, was als Ursache der Hepatotoxizität des 
MTX angesehen wird (KREMER et al. 1986). Insbesondere bei einer länger andauernden 
niedrig dosierten MTX-Therapie sind chronische Leberschädigungen nachgewiesen worden 
(KING u. PERRY 2001). In Übereinstimmung mit der periportalen Lokalisation des rRFC1-
Proteins ist das Auftreten periportaler Fibrosen im Rahmen von MTX-Therapien beschrieben 
worden (LEMANN et al. 2000). Einen Anteil an dieser zellvermittelten Zytotoxizität ist 
wahrscheinlich dem rRFC1 vermitteltem MTX-Transport zuzuschreiben.  
 
Lymphatische Organe (Milz, Thymus) und assoziiertes lymphatisches Gewebe 
(Peyer´sche Platten, Bronchien assoziiertes lymphatisches Gewebe [BALT]) 
In dieser Arbeit konnte der rRFC1 in der Milz im Bereich der roten Milzpulpa detektiert 
werden. Dies stimmt mit der von WANG et al. (2001) für den murinen RFC1 beschriebenen 
Lokalisation überein. In der Milzpulpa der Ratte sind in einem retikulären Netz venöse 
Sinusoide und freie Zellen (Erythrozyten, Leukozyten, Thrombozyten, Makrophagen) 
eingebettet. Eine genaue Zuordnung der rRFC1-Expression zu einer dieser Zellgruppen war 
hier mit der verwendeten Methode nicht möglich, jedoch schien der rRFC1 mit den 
Retikulumzellen und vereinzelten Makrophagen assoziiert zu sein. ZHAO et al. (2001b) 
konnten beweisen, dass Mäuse, bei denen der RFC1 durch homologe Rekombination 
inaktiviert wurde, eine markante Atrophie der roten Milzpulpa und anderer hämatopoetischer 
Organe zeigen. Somit scheint eine Beteiligung des RFC1 an hämatopoetischen Prozessen in 
der Milz wahrscheinlich.  
In der weißen Milzpulpa konnte der rRFC1 interessanterweise nicht detektiert werden. Dies 
würde bedeuten, dass ruhende B- und T-Lymphozyten, die vorherrschenden Zellen in der 
weißen Milzpulpa der nicht aktivierten Milz (LIEBICH 1993), keine Expression des rRFC1 
zeigen. Dieses Bild wird auch von dem Ergebnis der RT-PCR Analyse der Leukozyten 
bestätigt, bei denen nur ein Signal nahe der Nachweisgrenze gefunden wurde (siehe 4.3.1). 
Interessant wäre, in einer Folgearbeit eine Expression des rRFC1 in einer aktivierten Milz zu 
untersuchen, da beobachtet wurde, dass im Gegensatz zu ruhenden Lymphozyten mitogen-
aktivierte Lymphozyten sensitiv gegenüber MTX sind (GENESTIER et al. 1998; BUDZIK et 
al. 2000) und Lymphoblasten einen funktionalen RFC1 exprimieren (GORLICK et al. 1997; 
1999).  
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Die vorherrschenden Zellen im Thymus sind unreife Lymphozyten, die sich zu T-
Lymphozyten differenzieren (LIEBICH 1993). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 
sowohl in der Thymusrinde als auch im Thymusmark rRFC1 positive Zellen vorhanden sind. 
Anhand des histologischen Bildes war eine genaue Bestimmung des positiven Zelltyps nicht 
möglich. Aufgrund der oben beschriebenen Erkenntnisse ist jedoch eine Zuordnung als 
mitogen-aktivierte Lymphozyten oder als unreife Lymphozytenvorstufen wahrscheinlich. Eine 
Abgrenzung von vereinzelt im Thymus auftretenden Makrophagen konnte mit der 
verwendeten Methode allerdings nicht erfolgen. In Mäusen, bei denen durch homologe 
Rekombination der RFC inaktiviert war, konnte ein verkleinerter Thymus bei deutlich 
verringerter Lymphozytenpopulation in der Rinde gefunden werden (ZHAO et al. 2001b). 
Somit liegt der Schluss nahe, dass der rRFC1 unverzichtbarer Bestandteil der 
Lymphozytopoese ist. 
Der rRFC1 konnte weiterhin in einzelnen Zellen in den Peyer´schen Platten und im BALT der 
Lunge detektiert werden. Obwohl eine genaue Differenzierung nicht möglich war, ist auch 
hier, ähnlich dem Thymus, eine Zuordnung zu aktivierten Lymphozyten, Lymphoblasten oder 
zu vereinzelten Makrophagen wahrscheinlich.  
Interessanterweise konnte der Folat-Rezeptor ebenfalls in lymphatischen Organen detektiert 
werden (SHEN et al. 1994), so dass scheinbar beide Transportsysteme für den Erhalt des 
Folatgleichgewichts in diesen Organen verantwortlich sind. 
Die Aufnahme von MTX in lymphatische Zellen könnte zu einer Störung der Zellproliferation 
führen, was eine ausgeprägte Leukopenie, die auch durch eine MTX bedingte Knochen-
markssuppression gefördert wird, zur Folge hätte. Tatsächlich sind Leukopenien bei MTX-
Therapien beschrieben worden, wobei insbesondere eine Verringerung der neutrophilen 
Granulozyten beschrieben wurde (HIRSCHBERGER et al. 2000; KINDER et al. 2005). So 
wiesen KINDER et al. (2005) nach, dass bei Therapie der entzündlichen Arthritis in 3,4% der 
Fälle die Behandlung aufgrund einer Neutrophilie abgebrochen wurde. Die Aufnahme von 
MTX in Zellen der Peyer´schen Platten oder des BALT könnte zu Schwächungen der 
regionalen Immunität führen. Interessanterweise sind in Verbindung mit einer MTX-Therapie 
so genannte MTX-Pneumonien beschrieben worden (IMOKAVA et al. 2000; KINDER et al. 
2005), so dass eine Beteiligung des RFC1 an diesen Prozessen möglich erscheint. 
 
Hoden 
Im Hoden konnte das rRFC1-Protein in den Sertoli-Zellen nachgewiesen werden, während 
sich die Leydig-Zellen und die Zellen in den einzelnen Stadien der Spermatogenese negativ 
darstellten. Die Sertoli-Zellen stellen durch die Ausbildung von Tight-Junctions eine 
physiologische Barriere zwischen dem Gefäßsystem und dem Inneren der Tubuli seminiferi 
dar (RUSSELL 1977). Somit haben sie eine wichtige Funktion bei der Versorgung der 
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Spermien während der Spermatogenese. Um in den adluminalen Raum zu gelangen, 
müssen Substrate demzufolge die Sertoli-Zellen durch passive Diffusion oder aktiven 
Transport passieren. 
In der Literatur ist beschrieben, dass MTX aus dem Blut in den interzellulären Raum und in 
die Tubuli seminiferi contorti gelangen kann, um von dort von den Spermatozyten 
aufgenommen zu werden (MAYER-KUCKUK et al. 2002). Nach dem Nachweis des rRFC1 in 
den Sertoli-Zellen ist es wahrscheinlicher, dass das MTX aus dem Gefäßsystem über den 
rRFC1 in die Sertoli-Zelle transportiert wird und von dort über weitere Transportprozesse in 
den adluminalen Raum gelangt. Nach Aufnahme des MTX in die Keimzellen kann dieses 
dann in den frühen Zellstadien zu einer Störung der Spermatogenese führen, was zu einer 
Bildung unreifer Spermien führen würde und damit eine Oligozoospermie zur Folge hätte.  
Dieser Effekt wurde bei einer langandauernden Behandlung mit MTX in geringen Dosen bei 
Menschen und bei Ratten beschrieben, wobei insbesondere morphologische Abweichungen 
der primären/sekundären Spermatozyten und der Spermatiden beobachtet wurden 
(SAXENA et al. 2004; BADRI et al. 2000; MORRIS et al. 1993). Eine signifikante 
Reduzierung der Größe der Sertoli-Zellen in Ratten nach MTX-Gabe haben SAXENA et al. 
(2004) beobachtet. Somit liegt eine indirekte Beteiligung des rRFC1 an der durch MTX 
vermittelten Oligozoospermie nahe. 
 
Gehirn 
In dieser Arbeit konnte im Bereich der apikalen Membran der Ependymzellen des Plexus 
choroideus eine starke Expression des rRFC1 detektiert werden.  Für den  murinen  RFC1 
haben WANG et al. (2001) eine identische Lokalisation beschrieben. Eine Funktion des 
Plexus choroideus ist die Entfernung potentiell toxischer Metaboliten und Xenobiotica aus 
dem Liquor cerebrospinalis (LCS) in die Blutbahn. In konfokal-mikroskopischen Studien am 
Plexus choroideus von Ratten, bei denen eine intrathekale Gabe von MTX durchgeführt 
wurde, konnte ein Transport von fluoreszein-markiertem Methotrexat aus dem LCS in die 
Blutbahn beobachtet werden (BREEN et al. 2004). Interessant an dieser Studie ist, dass an 
der apikalen Membran eine natrium-abhängige Aufnahme in die Epithelzellen festgestellt 
wurde. Da der rRFC1 ebenfalls ein natrium-abhängiger Transporter ist (HONSCHA et al. 
2000; KNEUER et al. 2004), ist es sehr wahrscheinlich, dass dem rRFC1 im Plexus 
choroideus der Ratte eine Importfunktion zukommt. Der Export des MTX aus der Zelle in das 
Blut könnte dabei über die in der basolateralen Membran lokalisierten Oatp2 und Mrp1 
erfolgen (GAO et al. 1999; WIJNHOLDS et al. 2000).  
Weiter konnte der rRFC1 in den oberflächlichen Einziehungen der Pia mater und in den 
Kapillarendothelien, die funktionell die Blut-Hirn-Schranke darstellen, nachgewiesen werden, 
was bei der systemischen Anwendung von MTX bedeutsam sein könnte. Bei einer MTX-
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Therapie, insbesondere bei der Verwendung von hohen Dosen, sind immer wieder 
neurologische Störungen beschrieben worden (WEISS et al. 1974; KAPLAN u. WIERNIK 
1982), wobei ein direkter toxischer Effekt des MTX auf neuronales Gewebe nachgewiesen 
werden konnte (RZESKI et al. 2004). Beim Menschen werden lediglich MTX-
Konzentrationen im Liquor von 1-5% der Steady-State-Konzentrationen im Serum erreicht 
(LIPPENS u. WINOGRAD 1988; MILLOT et al. 1994; SEIDEL et al. 2000). Da MTX aufgrund 
seiner hohen Polarität nur sehr schlecht die Blut-Hirn-Schranke passiert, ist der Transport in 
das neurale Gewebe nur durch ein spezifisches Transportsystem möglich. Dieses könnte 
über den in den Kapillarendothelien nachgewiesen rRFC1 erfolgen, wobei dessen 
Beteiligung in funktionellen Studien noch überprüft werden muss. 
Die physiologische Bedeutung des rRFC1 im Bereich der Blut-Hirn-Schranke ist 
wahrscheinlich in der Versorgung des Gehirns mit Folaten zu sehen, welche für 
verschiedene Stoffwechselprozesse benötigt werden. Es konnte gezeigt werden, dass 
Patienten mit einem Mangel an reduzierten Folaten geringere Spiegel an S-
Adenosylmethionin, Tetrahydobiopterin und 5-Hydroxyindolessigsäure aufwiesen (HYLAND 
et al. 1988; SURTEES et al. 1991). Für alle diese Metaboliten konnte eine Beteiligung an 
neurologischen Störungen bewiesen werden. Infolge eines Folat-Mangels sind neurologische 
Erscheinungen wie Schlaflosigkeit, Vergesslichkeit, Depressionen oder Schizophrenie beim 
Menschen beschrieben worden (LAMBIE u. JOHNSON 1985). Daher wäre es interessant, in 
zukünftigen Studien zu untersuchen, ob sich die Expression des rRFC1 im Gehirn bei einem 
Mangel an reduzierten Folaten verändert. 
 
Lunge 
Nach den RT-PCR Analysen (siehe 4.3.1) wurde bei dem Nachweis des rRFC1-Proteins 
mittels Immunhistochemie (siehe 4.3.3) nur ein schwaches Signal erwartet. Dies bestätigte 
sich auch in der Immunhistochemie. Das rRFC1-Protein konnte lediglich im BALT 
nachgewiesen werden, worauf im Abschnitt, der die lymphatischen Gewebe behandelt, 
näher eingegangen wurde.  
 
Muskel- und Herzgewebe 
Im Parenchym der Skelettmuskulatur und des Herzgewebes konnte das rRFC1-Protein nicht 
nachgewiesen werden, was mit dem geringen Folatbedarf ausdifferenzierter Gewebe erklärt 
werden kann. Dass scheinbar trotzdem ein Grundumsatz besteht, zeigt der Nachweis des 
rRFC1 im Perimysium des Muskelgewebes und in kleineren Gefäßen des Muskel- und 
Herzgewebes.  
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Knochenmark 
Bei einem Vergleich der Genexpression des rRFC1 mit seiner Proteinexpression in 
ausgewählten Geweben zeigt sich, dass die Stärke des rRFC1-spezifischen Signals der RT-
PCR Analyse mit dem Grad der rRFC1 spezifischen Färbung korrespondiert (siehe 4.3.1 und 
4.3.3). Somit kann für das Knochenmark, bei dem in der PCR-Analyse eine deutliche 
Genexpression erkennbar war, die immunhistochemische Färbung aber aus technischen 
Gründen nicht gelang, eine Expression des rRFC1-Proteins angenommen werden. Erklärbar 
ist das Vorhandensein des rRFC1 im Knochenmark durch die hohe Proliferationsrate 
während der Hämatopoese, die mit einem hohen Bedarf an Folaten einhergeht.  
Im Rahmen von MTX Therapien sind Knochenmarksupressionen als Nebeneffekt 
beschrieben worden (ÇETINER et al. 2005; TANG u. NEUBERGER 1996), wobei durch den 
Nachweis der Genexpression eine direkte Beteiligung des rRFC1 wahrscheinlich ist. Weiter 
konnten ZHAO et al. (2001b) beweisen, dass in Mäusen, bei denen der RFC1 durch 
homologe Rekombination inaktiviert wurde, im Knochenmark keine Hämatopoese mehr 
stattfand. 
 
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der RFC1 der Ratte 
ubiquitär exprimiert wird, wobei die Expressionsstärke jedoch stark variiert. Die subzelluläre 
Lokalisation des Transporters ist dabei gewebeabhängig entweder im Bereich der apikalen 
oder basolateralen Membran. Der Nachweis des rRFC1 in den einzelnen Geweben hat damit 
zu einem besseren Verständnis seiner Rolle in der Folathomöostase der Ratte und seiner 
Beteiligung an der Organtoxizität von MTX beigetragen. Der spezifische Nachweis in 
einzelnen Geweben hat jedoch weitere Fragen, wie z. B. die Rolle als Export- versus Import-
Carrier in der Niere bzw. dem Gehirn, aufgeworfen. So sollte in zukünftigen funktionellen 
Studien die Rolle des rRFC1 bei den komplexen Transportprozessen der einzelnen Gewebe 
weiter aufgeklärt werden.  
Des Weiteren konnte der rRFC1 nicht in allen Geweben, dabei insbesondere in den 
lymphatischen Geweben, eindeutig bestimmten Zellen zugeordnet werden. Durch 
entsprechende Gegenfärbungen kann in weiterführenden Studien eine genaue Zuordnung 
erfolgen. 
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Der Folsäureantagonist Methotrexat (MTX) wird zur Behandlung onkologischer und 
rheumatoider Erkrankungen eingesetzt. Die Aufnahme des Methotrexats in die Zielzelle ist 
dabei Vorraussetzung für die Bindung an seine intrazellulären Zielstrukturen und erfolgt über 
verschiedene Transportsysteme. In diesem Zusammenhang ist bei entsprechenden Plasma-
konzentrationen von MTX der Reduced Folate Carrier (RFC1) von besonderer Bedeutung. 
 
1994 konnte erstmals die cDNA dieses Transporters aus Maus- und Hamstergewebe isoliert 
werden. Die cDNA für einen mit dem RFC1 identischen hepatozellulären MTX-Transporter 
der Ratte wurde 2000 kloniert. Vorhergehende Gen-Expressionsstudien zeigten, dass die 
RFC1-mRNA ubiquitär gebildet wird. Die Proteinexpression wurde jedoch bisher nur in 
ausgewählten Geweben der Maus untersucht. Systematische Arbeiten, in denen in 
vergleichender Weise sowohl die RFC1 Gen- als auch die Proteinexpression in allen 
Geweben mit einer möglichen Relevanz für die Folat- und Antifolataufnahme, Speicherung 
und Eliminierung untersucht werden, fehlten bisher. Insbesondere die Expression des RFC1-
Proteins der Ratte (rRFC1) mittels immunologischer Verfahren ist bisher nicht beschrieben 
worden.   
 
Ziel dieser Arbeit war es daher, die Gen- und Proteinexpression des rRFC1 in ausgewählten 
Geweben der Ratte darzustellen. Dieses schließt die Generierung spezifischer Antiseren 
gegen den rRFC1 als ersten Schritt mit ein. 
Es wurden geeignete antigene Aminosäuresequenzen des rRFC1 bestimmt und die 
entsprechenden cDNA Sequenzen wurden amplifiziert und in einen geeigneten 
Expressionsvektor kloniert. Rekombinante rRFC1 Fusionsproteine konnten mittels E. coli 
Zellen hergestellt und anschließend aufgereinigt werden. Nachfolgend wurden entweder die 
rRFC1 Fusionsproteine oder die rRFC1 spezifischen Peptide, welche von dem 
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Affinitätspeptid separiert worden waren, für die Immunisierung von Kaninchen verwendet 
Drei Antiseren mit ausreichender Reaktivität und Spezifität konnten gewonnen und mittels 
Affinitätschromatographie aufgereinigt werden. Die erhaltenen Antiseren sind gegen die 
intrazellulären N- und C-terminalen Regionen (ID1, ID7) bzw. gegen die erste extrazelluläre 
Schleife (OD1) gerichtet.  
In Western-Blot Studien konnte mittels dieser Antiseren für den rRFC1, der in transfizierten 
Nierenepithelzellen (MDCK-rRFC-HA) stabil exprimiert wurde, ein Molekulargewicht von 71 
kD für die glykosylierte Form und von 53 kD für die unglykosylierte Form ermittelt werden. 
Weiter konnte belegt werden, dass das Protein in MDCK-rRFC1-HA Zellen überwiegend in 
der glycosylierten Form vorliegt. 
Mittels RT-PCR Analysen wurde die Genexpression des rRFC1 in allen untersuchten 
Geweben  nachgewiesen. Besonders hohe mRNA-Gehalte waren in Thymus, Niere und Milz 
vorhanden, während in Herz- und Muskelgewebe sowie in Leukozyten nur ein Signal nahe 
der Nachweisgrenze detektierbar war.  
Durch immunhistologische Untersuchungen konnten die rRFC1 Proteinexpression und 
beträchtliche Unterschiede in der Signalintensität bestätigt werden. Zusätzlich konnten neue 
Informationen über die unterschiedliche subzelluläre Lokalisation gewonnen werden: so 
konnte eine starke Expression des Transporters in der apikalen Membran von Dünn- und 
Dickdarmmukosa dargestellt werden, während die ebenfalls starke Färbung in der Niere auf 
den Bereich der basolateralen Membran der Tubuli beschränkt war. In der Leber war eine 
Expression mittlerer Intensität im Bereich der Lebertrias erkennbar. Während in der Milz nur 
in der roten Pulpa das RFC1-Protein detektiert wurde, konnten im Thymus sowohl in der 
Rinde als auch im Mark positive Zellen nachgewiesen werden. Im Hoden konnte der 
Transporter in den Sertoli-Zellen dargestellt werden. Eine starke Expression des 
Transporters wurde im Gehirn im Bereich der apikalen Membran der Ependymzellen des 
Plexus choroideus nachgewiesen. In der Skelettmuskulatur und im Herzgewebe beschränkte 
sich die Expression des rRFC1 auf das Perimysium des Muskelgewebes und auf kleinere 
Gefäße des Muskel- und Herzgewebes. 
In dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass der RFC1 der Ratte ubiquitär exprimiert 
wird, wobei die Expressionsstärke jedoch stark variiert. Die beobachtete Gewebslokalisation 
des RFC1 belegt sowohl dessen zentrale Rolle in der Folathomöostase als auch in der MTX 
vermittelten Organtoxizität und Pharmakokinetik, insbesondere bei der intestinalen 
Resorption sowie der hepatischen und renalen Exkretion. 
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The folic acid antagonist methotrexate (MTX) is used in the treatment of oncological and 
rheumatic diseases. Uptake of MTX into target cells is a prerequisite for binding to its 
intracellular target and can be mediated by different transport systems. In this context, the 
reduced folate carrier (RFC1) is of particular importance at relevant plasma concentrations of 
MTX. 
The cDNA of this carrier was first isolated from mouse- and hamster tissues in 1994. The 
cDNA of a hepatocellular MTX carrier of the rat, which proved identical with the reduced 
folate carrier-1, was cloned in 2000. Previous gene expression studies demonstrated that 
RFC1 mRNA is formed ubiquitously. Unfortunately, protein expression was only assessed in 
selected tissues in mice. There are currently no systematic reports correlating RFC1 gene 
and protein expression in all tissues of particular relevance for folate and antifolate uptake, 
storage and elimination. Particularly the expression of the RFC1-protein of the rat (rRFC1) by 
immunological methods has not been described up to now. 
 
Aim of this thesis was therefore to investigate the gene and protein expression of rRFC1 in 
selected tissues of rats. This included the generation of specific antisera against the rRFC1 
in a first step. 
Appropriate antigenic amino acid sequences of the rRFC1 were determined and the 
corresponding cDNA sequences were amplified and cloned into a suitable expression vector. 
Recombinant rRFC1 fusion proteins were produced in E. coli and purified. Subsequently, 
rabbits were immunised with either the rRFC1 fusion proteins or the rRFC1 specific peptides 
which were released from the affinity tag. Three antisera with sufficient reactivity and 
specifity could be obtained and were purified by affinity chromatography. The resulting 
antisera are directed to the intracellular N- or C-terminal region (ID1, ID7) and the first 
extracellular loop (OD1) of RFC1, respectively. 
Using these antisera, the molecular weight of the rRFC1 stably expressed in transfected 
kidney epithelial cells (MDCK-rRFC-HA) was determined as 71 kD for the glycosylated form 
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and 53 kD for the unglycosylated form by Western Blotting. In addition, it could confirm that 
the protein exists predominantly in its glycosylated form in these cells. 
RT-PCR analysis revealed gene expression or rRFC1 in all tested tissues. Particularly high 
mRNA levels were found in thymus, kidney and spleen, whereas a signal close to the limit of 
detection was obtained in heart, skeletal muscle and leukocytes. 
Immunhistology confirmed rRFC1-expression at the protein level and substantiated 
differences in signal intensity. In addition, new information about the varying subcellular 
localisation was generated: the carrier was strongly expressed in the apical membrane of the 
small intestinal and colon mucosa, whereas the comparably strong colouring in the kidney 
was restricted to the basolateral region of the tubuli. In liver, an expression of medium 
intensity was seen in the region of the liver trias. Whereas the RFC1-protein was detected 
only in the red pulp of the spleen, dispersed positive cells were found in both, the cortex and 
the marrow of the thymus. In testis, the carrier could be demonstrated in the Sertoli cells. A 
strong expression of the transporter was further observed in the choroid plexus of the brain 
at the apical membrane of ependymal cells. Whenever expression of rRFC1 was found in the 
skeletal muscle and in cardiac tissue, it was restricted to the perimysium of the muscle tissue 
and to smaller vessels. 
In conclusion, this thesis shows that although the rat RFC1 is expressed ubiquitously, the 
intensity of its expression varies strongly. The prevalent tissue distribution of the carrier 
provides strong support for a central role of RFC1 in folate homeostasis as well as in MTX 
target organ toxicity and pharmacokinetics including active intestinal resorption, renal and 
hepatic excretion. 
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